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ПРЕАИСАОВИЕ 


Для современной науки характерны ускоряющийся темп развития, быстрая 
смена исследовательских технологий, конвергенция и взаимопроникновение 
разных отраслей, тотальная компьютеризация, экспоненциальный рост объе- 
ма знаний, непрекращающаяся смена языка их описания и характера оформле- 
ния, в том числе выработка сложного языка их визуального представления. Это 
в особенности справедливо для такой науки, как генетика, вовлечение в которую 
молекулярно-биологических и математико-вычислительных методов не только 
полностью изменило лицо этой науки, но и остро поставило вопрос о ее иден- 
тичности, содержании и границах. Эти радикальные изменения вследствие их 
огромной скорости не только не нашли отражения в учебной литературе, ко- 
торая по своей сути достаточно консервативна, но и недостаточно осознаны 
самими генетиками. Существующие учебники по генетике или написаны «по 
старинке», или являются фактически учебниками по молекулярной биологии, 
игнорируя важнейшее идейное наследие классической генетики. В то же время 
подготовка специалистов, обладающих необходимыми для занятия этой наукой 
фундаментальными знаниями и широтой взглядов, настоятельно требует учеб- 
ных материалов, адекватных новым тенденциям и вто же время не порывающих 
с багажом прошлого. Вряд ли они могли бы составить традиционный учебник, 
предполагающий определенную стабильность дисциплины. В то же время пред- 
ставляется целесообразным оформить в виде учебника курс лекций по предмету 
«Генетика», читавшийся в 2009-2019 гг. третьему курсу биологического отделе- 
ния факультета естественных наук и медицинского факультета (ныне ИМПЗ) 
НГУ, который был разработан и по мере чтения перерабатывался в режиме ре- 
ального времени на основе имевшихся и вновь поступающих знаний по этой 
дисциплине при всей их безбрежности. 

Основная цель этого курса — показать взаимосвязь классических генети- 
ческих и современных молекулярно-генетических подходов, а также необхо- 
димость владения обоими подходами для решения широкого спектра биоло- 
гических задач. Поэтому логика и порядок изложения материала отличаются 
от традиционных и направлены на многоуровневое восприятие любого биоло- 
гического явления, от уровня молекул до уровня целого организма, с акцентом 
на универсальность основных генетических принципов при огромном разноо- 
бразии биологических систем. 

Учебник охватывает главные, но далеко не все разделы генетики, и глубина 
их рассмотрения варьирует. Вначале углубленно рассмотрены основные поня- 
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тия генетики, далее детально разобраны такие фундаментальные темы, как взаи- 
модействие генов, определение пола, генетическая рекомбинация, хромосомные 
перестройки и связанные с ними феномены. Далее в обзорном порядке кратко 
представлены такие темы, как изменчивость генома, связанная с мобильными 
элементами в широком смысле, генетическая трансформация, даны начала гене- 
тики количественных признаков и популяционной генетики. К сожалению, пока 
не охваченными остались такие важные темы, как цитоплазматическая наслед- 
ственность, мутагенез, генетика развития, эпигенетика, геномика, филогенетика 
и значительная часть эволюционной генетики. Впрочем, многие из этих тем так 
или иначе затрагиваются при рассмотрении иных вопросов. 

Иллюстрации сведены к необходимому минимуму и представлены в наибо- 
лее простой форме. Нынешнее всеобщее и чрезмерное увлечение изобразитель- 
ным материалом связано, во-первых, с естественным преобладанием зрительной 
информации над информацией, поступающей от других органов чувств, — в не- 
котором смысле наука пошла на поводу у физиологии. Но ведь мы занимаем- 
ся не рекламой, а образованием, не так ли? Во-вторых, такое увлечение связа- 
но с увеличением технических возможностей иллюстрирования и полиграфии, 
а более всего — информационных технологий. Однако генетика — наиболее ло- 
гическая и наименее образная из отраслей биологии, и ее воспрятие, как и вос- 
приятие математики, требует прежде всего развития абстрактного мышления, 
чему больше способствует представление материала в текстовой форме, «как 
в старые добрые времена». Поэтому мы находим возможным противопоставить 
тотальному тренду визуализации науки произведение скорее текстового харак- 
тера в искренней надежде на то, что наши студенты настроены на гармоничное 
развитие всех своих способностей. 

Автор безмерно благодарен своему учителю и научному руководителю Вла- 
димиру Александровичу Бердникову, прочитавшему, по мнению автора, луч- 
ший лекционный курс за все время обучения в НГУ, которым, конечно же, была 
генетика. Кроме того, автор выражает искреннюю благодарность за замечания 
по поводу отдельных глав и ценные консультации Татьяне Дмитриевне Колес- 
никовой, Павлу Михайловичу Бородину, Надежде Михайловне Белоноговой, 
Сергею Владимировичу Шеховцову, Юрию Юрьевичу Илинскому, Вадиму Ми- 
хайловичу Ефимову, Татьяне Владиславовне Маренковой, Евгению Владимиро- 
вичу Левитесу, Олегу Викторовичу Ваулину, Александру Сергеевичу Пилипенко, 
Наталье Владиславовне Пермяковой, Нариману Рашитовичу Баттулину, Влади- 
миру Игоревичу Соловьеву и Татьяне Николаевне Горячковской. Впрочем, ни- 
кто из упомянутых ученых не несет ответственности за качество текста в целом 
или какой-либо его части, а также за ошибки автора, неизбежные в текстах столь 
общего характера, которые всецело остаются на его совести. Многие подобные 
ошибки, допущенные в предыдущем издании этого материала 2015 и 2017 годов 
в виде двух томов, удалось выявить и исправить в настоящем издании. 


ГААВА 1 


ОСНОВНЫЕ ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ПОНЯТИЯ 


1.1. Классическая и молекулярная генетика 


Границы генетики, как, впрочем, и любой другой науки, очертить доволь- 
но сложно, и весьма общее определение «генетика — это наука о наследствен- 
ности» не особенно плодотворно. Один известный генетик недавно сказал, 
что сейчас генетика присутствует везде — в медицине, криминалистике, тео- 
рии эволюции, археологии, в самой же генетике даже и нуклеиновых кислот 
уже почти не видно — сплошь белок-белковые взаимодействия. Тем самым 
он фактически поставил знак равенства между генетикой и всей современной 
биологией. С другой стороны, приблизительно первые две трети ХХ в. гене- 
тика была, пожалуй, наиболее обособленной и четко обозначенной областью 
биологии, выделяясь своей синтетической методологией, в отличие от анали- 
тической методологии большинства других отраслей биологии. Чтобы узнать 
об устройстве своего объекта, она не разделяла его на части, но судила о ча- 
стях косвенным образом, путем наблюдения целого (а именно посредством 
наблюдения за поведением признаков в скрещиваниях) с опорой на математи- 
ку, ав верности своих выводов убеждалась, получая живые организмы с пред- 
сказанными свойствами. Таким образом, генетика с самого начала обладала 
способностью создавать нечто новое, а не только описывать наблюдаемое. В то 
же время во второй половине ХХ в. бурно развивалась и молекулярная биоло- 
гия — наука поначалу чисто аналитическая, разделяющая на части. Впрочем, ее 
прогресс осуществлялся во многом генетическими методами. Вспомним хотя 
бы тот факт, что генетический код был установлен в опытах Бензера и Крика 
с использованием мутаций у бактериофагов. 

В итоге молекулярная биология получила почти исчерпывающие знания 
о том, из чего и как устроен живой организм. Предметы молекулярной био- 
логии и генетики во многом пересекались: обе науки изучали передачу и реа- 
лизацию наследственной информации (а живой организм сам по себе и есть 
реализация наследственной информации), однако к пониманию этого пред- 
мета они двигались с противоположных сторон: генетика — «снаружи», моле- 
кулярная биология — «изнутри». 

В последнюю треть ХХ в. молекулярная биология и генетика, можно ска- 
зать, встретились. Умозрительные объекты генетики превратились в совер- 
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шенно конкретные физико-химические объекты известной структуры, а моле- 
кулярная биология стала наукой синтетической, способной влиять по своему 
произволу даже на высшие многоклеточные организмы посредством гене- 
тической модификации. В результате границы генетики как науки стерлись: 
теперь нельзя сказать, где кончается молекулярная биология и начинается 
генетика. Более того, для обозначения получившейся синтетической науки 
появился термин «молекулярная генетика», в результате чего стало не вполне 
понятно, что именно осталось в генетике за пределами последней. Генетике 
домолекулярного периода, со всеми ее подходами, основанными на скрещи- 
ваниях и теории вероятностей, был присвоен почетный титул «классическая 
генетика». Однако с этим титулом ее будто отправили в «почетную отставку». 
Здесь можно вспомнить, как Джеймс Уотсон и Френсис Крик в своей статье в 
«Магаге» (1953 г.) отказались обсуждать следствия из своей модели структуры 
ДНК, поскольку следствия из нее были слишком велики и очевидны. В какой- 
то момент могло показаться, что из этой модели вытекает и вся генетика. 

Складывается парадоксальная ситуация. Все курсы генетики начинаются 
с истории этой науки. Разбирается сначала то, как Мендель работал с горохом, 
что он получил и как это интерпретировал исходя из имеющихсяу него знаний; 
потом то, как Морган и его школа работали с дрозофилой, что они получили 
и как интерпретировали. Обе эти темы опустить никак невозможно — Мен- 
дель являет нам пример человека, с нуля создавшего и с блеском применивше- 
го генетическую методологию, основанную на математике, а школой Моргана 
за первые три десятка лет ХХ в. была разработана хромосомная теория наслед- 
ственности и фактически вся классическая генетика. Однако курсы генетики 
можно разбить на два больших класса. Одни детально прорабатывают всю 
историю и внутреннюю логику развития этой науки, демонстрируя и мощь ее 
методологии, и возможности человеческого разума в умозрительном проник- 
новении вглубь вещей. Другие курсы, быстро проскочив этот исторический 
этап, приступают к молекулярной генетике и рассматривают, что же известно 
в данный момент о структуре и работе генов. Фактически оба типа курсов по- 
мещают классическую генетику в прошлое и различаются только по деталь- 
ности ретроспекции. 

Получается, что классическая генетика имеет как бы только историческое 
значение. Однако ее мощная методология никуда не делась и является необ- 
ходимой для весьма широкого спектра исследований. Если заглянуть в ста- 
тьи, имеющие вполне молекулярно-биологические названия и опубликован- 
ные в лучших журналах, то мы увидим, что все они основаны на обширном 
материале, касающемся индивидуальных мутаций и их сочетаний, с учетом 
взаимосвязи природы мутаций и того фенотипа, который они вызывают. Это 
справедливо как для дрозофилы или мыши, для которых собраны огромные 
генетические коллекции и созданы (некоторые около ста лет назад, другие не- 
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давно) специальные лабораторные линии, так и для человека, для которого 
в настоящее время накоплено огромное количество медико-генетических — 
по сути, популяционно-генетических — данных, связанных с наследственны- 
ми заболеваниями. В распоряжении современных генетиков и молекулярных 
биологов имеется материал, о котором генетики прошлого не могли и мечтать. 
Существуют огромные генетические коллекции «нокаутных» линий, напри- 
мер, мышей, у каждой из которых молекулярными методами «выключен» со- 
вершенно определенный ген. Существуют огромные наборы «тиллинговых» 
(ТИМО) линий основных растительных объектов, несущих мутации, инду- 
цированные традиционными химическими мутагенами и затем точно охарак- 
теризованные на молекулярном уровне. Существуют бинарные наборы линий 
дрозофилы, с помощью которых разные гены, введенные в геном мухи мето- 
дами химической трансформации, можно заставить работать под разными 
промоторами. И чем богаче этот арсенал генетических знаний и эксперимен- 
тальных моделей, тем изящнее работа. Наиболее значительные современные 
исследования были бы невозможны без одновременного владения методоло- 
гией классической и молекулярной генетики. Поэтому и изучать эти «две гене- 
тики» нужно параллельно, как ни сложно это организовать методически. 

В современной науке можно наблюдать и примеры того, как пренебреже- 
ние «устаревшей» классической генетикой приводит к курьезам. Например, 
группе европейских ученых понадобилось получить гетерозиготу по хромо- 
сомной транслокации у гороха. Они получили ее путем слияния протопла- 
стов родительских линий. Регенерация из культуры клеток у гороха идет 
крайне тяжело, это исключительно трудоемкий путь. Зачем они это сделали? 
По-видимому, они полагали, что носители транслокации не скрещиваются 
с обычным горохом! На самом деле проблемы с размножением при скрещива- 
нии растений, различающихся транслокацией, действительно возникают, но 
только в следующем поколении, и состоят они в потере всего лишь половины 
плодовитости. 

Но этим ученым хотя бы нужна была гетерозигота. Между тем всеобщее 
увлечение молекулярной биологией и пренебрежение к классической генетике 
приводит к тому, что о существовании гетерозигот, т. е. о том, что у большин- 
ства эукариот каждый ген представлен в двух копиях, полученных от роди- 
телей, которые могут различаться, а могут быть идентичны, — часто вообще 
забывают. К примеру, автору данного курса на рецензию приходила статья не- 
мецких авторов, в которой расшифровывалась некая некодирующая ядерная 
последовательность путем ее амплификации из тотальной индивидуальной 
ДНК из 38 особей стрекоз, пойманных в четырех регионах (Западной Европе, 
Западной Сибири, Японии и Северной Америке). Нашлось 20 вариантов этой 
последовательности, причем написано было так, как если бы в каждой особи 
был найден только один вариант. Однако если изменчивость действительно 


8 Глава 1. Основные генетические понятия 


так высока, как утверждалось, то вероятность того, что в их выборке найдется 
хотя бы одна особь, у которой обе копии этой последовательности окажутся 
одинаковыми, не очень сильно отличается от нуля. У гетерозиготных особей 
первичная структура участка ДНК не может быть однозначно расшифрована 
напрямую из препаратов тотальной ДНК, выделенных непосредственно из осо- 
би. И это обстоятельство даже никак не обсуждалось! После рецензии авторы 
добавили, что в пяти случаях было подозрение на гетерозиготность. Если их 
было действительно всего пять, то они обнаружили поразительный феномен 
превращения гетерозигот в гомозиготы после оплодотворения посредством 
неизвестных пока механизмов, но авторы, похоже, этого даже не поняли. 

Сейчас широко распространены реконструкции филогении на основе 
тех или иных последовательностей ДНК. При этом сплошь и рядом дела- 
ются попытки на основе времени дивергенции между популяциями судить, 
относятся ли эти популяции к одному биологическому виду или к разным. 
(Заметим, что оценивается именно время дивергенции, причем по генам, из- 
менчивость которых более или менее постоянна во времени и которые за- 
ведомо не являются теми генами, с изменением которых видообразование 
могло быть связано.) Между тем время дивергенции вообще имеет мало 
отношения к проблеме разделения биологических видов. Моменты приоб- 
ретения некой локальной популяцией репродуктивной изоляции, к чему, 
по большому счету, и сводится видообразование, случаются в определен- 
ных условиях и обычно занимают с палеонтологической точки зрения не так 
много времени (от десятков до сотен тысяч лет), тогда как популяции могут 
дивергировать долгое время без видообразования. Вопрос состоит именно 
в том, чтобы узнать, имеется ли между сравниваемыми совокупностями осо- 
бей репродуктивная изоляция (хотя бы потенциальная). Для этого следует 
посмотреть, идет ли между ними обмен генами (если он физически возмо- 
жен). Здесь как раз очень важно выяснить, присутствуют ли в местах стыка 
исследуемых популяций гетерозиготы по характерным для каждой из них 
аллелям и какова их частота. Но эту трудоемкую и дорогостоящую задачу 
ставят и осуществляют крайне редко, и о том, к одному и тому же или к раз- 
ным видам принадлежат популяции, судят по уровню различий между ними, 
сравнивая их с уровнем различий между родственными видами, статус кото- 
рых не вызывает сомнений. 

Вообще если отдельно взятый организм в качестве представителя свое- 
го вида можно исследовать методами молекулярной генетики, то как только 
речь заходит об исследовании некоего множества организмов, т. е. возникает 
популяционно-генетическая задача — а такая задача возникает достаточно ча- 
сто, например в селекции, медицине, — без подходов классической генетики 
не обойтись. Она незаменима во всем, что касается индивидуальных различий 
и характеристик множеств особей одного вида. Это именно ее стихия, и имен- 
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но в ней часто оказываются беспомощны те нынешние ученые, которые заме- 
нили классическое генетическое образование молекулярно-биологическим. 

Исходя из всего сказанного, задача данного курса видится в том, чтобы 
изложить классическую генетику не столько в историческом аспекте, следуя 
за великими учеными прошлого, сколько отталкиваясь от современного со- 
стояния науки, в частности, опираясь на знания, ранее полученные на курсах 
молекулярной биологии, цитологии и математической статистики. Будем ис- 
ходить из того, что слушатели курса уже знают (или вскоре узнают), что такое 
генетический код, альтернативный сплайсинг, синаптонемный комплекс или 
распределение Пуассона. Поскольку в наши дни молекулярно-биологические 
знания гораздо более распространены, чем генетические, такой своего рода 
«курс генетики для молекулярных биологов» может быть гораздо полезнее, 
чем курс молекулярной биологии под видом курса генетики, чем грешат иные 
современные учебные материалы. 

При этом некоторые закономерности, открытые в качестве чисто эмпириче- 
ских на уровне организмов, приобретают вполне естественную интерпретацию 
на уровне молекул и выглядят едва ли не тривиальными. В то же время о самих 
этих закономерностях следует иметь четкое представление, поскольку именно 
ими следует пользоваться на уровне организмов. В некотором смысле такой курс 
генетики мыслится как нечто вроде «демонстрации фокусов с последующим ра- 
зоблачением», где и сам «фокус», и его подоплека в равной мере являются «меди- 
цинскими фактами». Такой курс был бы призван научить весьма продуктивной 
методологии: спускаться от признака к генам и через понимание механизма их 
действия подниматься обратно, к синтезу новых признаков. 

Как видно, в настоящий момент содержание генетики огромно и раз- 
нородно, так что отведенного на данный курс времени едва ли хватает даже 
на краткое ознакомление с ним. Это заставляет оставить за кадром историю 
генетики как самостоятельную тему, которой должен был быть посвящен осо- 
бый спецкурс (хотя в некоторых наиболее важных случаях без исторических 
экскурсов нам не обойтись). 

К сожалению, очерченному выше идеалу изучения генетики на со- 
временном этапе — от признака к гену и обратно — не соответствует ни 
один имеющийся учебник, скорее всего, потому, что эта наука развивается 
сейчас слишком быстро. В связи с этим список рекомендуемой литературы 
достаточно скуден, притом что он содержит учебники достаточно устарев- 
шие, но демонстрирующие удачную логическую структуру изложения клас- 
сической генетики. 

Стандартная логика изложения биологии состоит в движении снизу 
вверх, от атомов к молекулам и макромолекулам, далее — к структурам клет- 
ки, к жизни самой клетки и далее — к многоклеточному организму. Когда 
мы знаем принципы организации жизни до конца, этот порядок изложения 
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получается органичным и естественным. В эти принципы входит и механизм 
функционирования нуклеиновых кислот как носителя информации, прежде 
всего о разнообразных белках и функциональных РНК (функции которых 
после открытия малых РНК оказались более разнообразными, чем считалось 
ранее), причем не только об их структуре, но и о том, когда, где и сколько 
тех или иных РНК или белков должно синтезироваться. Управление этими 
процессами осуществляется опять-таки с помощью определенных белков 
(а нередко и РНК). Налицо каскадный принцип разворачивания генетиче- 
ских систем управления — гены кодируют белки (РНК), необходимые для 
того, чтобы управлять генами, которые кодируют другие белки (РНК), и т. 
д. Поскольку почти все вообще в организме «делается» белками (плюс не- 
которыми РНК), получается, что фактически в нуклеиновых кислотах запи- 
сана информация обо всем организме в целом. Однако считывание этой ин- 
формации невозможно без ранее синтезированных (опять-таки по матрице 
ДНК) белков, которые и оперируют с ДНК. 

Этот порядок изложения полностью совпадает с тем порядком, в кото- 
ром развивалась сама жизнь. Сначала это были какие-то «простые» (но лишь 
по сравнению с тем, что из них потом возникло) системы из самовоспроизво- 
дящихся макромолекул, по-видимому, нуклеиновых кислот. Потом им случи- 
лось окружить себя фосфолипидной мембраной, что позволило им строить свой 
собственный микрокосм внутри нее. Так возникли клетки. Все большую роль 
в функционировании этих первых живых существ приобретали белки, но кон- 
троль полностью сохранился за нуклеиновыми кислотами. Клетки усложнялись 
и научились делиться все более правильно. После деления они иногда не расхо- 
дились, образуя колонии. Перед этими колониями возникали все более сложные 
проблемы в связи с их размерами и формой — всем клеткам в колонии нужно 
было доставить все необходимое для жизни и отводить продукты метаболиз- 
ма. Разрешение этих проблем было достигнуто за счет определенной структуры 
колоний и разделения труда между составляющими их клетками, что немало- 
важно — при сохранении их полной генетической идентичности, иначе вместо 
кооперации мы имели бы конкуренцию, как в раковой опухоли. Простые коло- 
нии превратились в государства клеток, т. е. в многоклеточные организмы. Были 
решены также проблемы их самовоспроизведения как сложных структур, при- 
чем это удалось реализовать так, что каждый организм мог развиваться из од- 
ной клетки посредством разворачивания сложной генетической программы, 
регулирующей деления клеток и взаимодействия между ними. 

Однако такой стандартный порядок изложения биологических знаний от- 
влекается от того, каким образом они были получены по мере развития науки: 
в прямо противоположном направлении — от организмов к органам, клеткам, 
макромолекулам и атомам. По мере погружения на каждый из этих уровней 
ученые могли только делать догадки о том, как устроен уровень более глубо- 
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кий. Когда-то максимум, что они могли сделать, это вскрыть тело, посмотреть 
на органы и предположить, как они работают. Когда открыли клетки, сначала 
считали, что они заполнены пустотой. Потом открыли протоплазму, но сна- 
чала видели ее только как вязкую жидкость, в которой, однако же, каким-то 
таинственным образом содержалась сущность жизни. Открыли ядро и орга- 
неллы клетки. Нашли красители, которые по-разному их красят, и тем самым 
подступились к их химическому составу. В конце ХХ в. обнаружили нукле- 
иновые кислоты и выяснили их приблизительный химический состав, но их 
конкретная структура долго оставалась загадкой, разгадка которой к середине 
следующего столетия выглядела столь блестяще. На этом погружение вглубь, 
пожалуй, прекратилось, и к концу ХХ в. все основные принципы биологии 
были открыты. Пришел период накопления частностей на этом углубленном 
молекулярном уровне. Их оказалось необычайно много. Сейчас мы пережи- 
ваем период, когда это огромное количество частностей начинают соединять 
в некую связную картину — модель устройства живого организма. Причем 
эта модель, при всей ясности ее принципиальной организации, столь огромна 
по объему частностей, что не может быть в полной мере воспринята челове- 
ческим сознанием, так что не только ее построение, но и наглядное описание 
и использование невозможно без современных компьютеров. 

В то же время классическая генетика силами буквально нескольких та- 
лантливых ученых развилась почти в полном виде в течение первых трех де- 
сятилетий ХХ века в качестве стройной и логичной науки. Она как раз являет 
собой самый яркий пример движения от макроуровня к микроуровню. Она 
реконструирует схему устройства системы по ее поведению, подходя к ней как 
к черному ящику, как если бы в руки к ученым попали инопланетные меха- 
низмы неизвестного устройства безо всяких к ним схем и инструкций. Мож- 
но отметить две главные особенности классической генетики. Первое — это 
поразительная глубина реконструкции, которой она достигала при недостатке 
прямой информации об устройстве объекта. Мощь классического генетическо- 
го подхода впечатляет: имея дело лишь с видимыми признаками, он позволил 
создать представление об умопостигаемых генах, об их размещениях на неких 
линейных носителях. Отталкиваясь от картины наследования признаков, с его 
помощью было получено представление о структуре носителей генетической 
информации, передаче этой информации потомкам и превращения ее в живую 
плоть. Вторая особенность генетики — уже упоминавшийся синтетический, 
а не аналитический характер генетических знаний, справедливость которых 
в самом процессе их получения сразу же воплощалась в создании нового — 
организмов с новыми признаками. 

Основным методом классической генетики является скрещивание. К боль- 
шинству своих выводов генетики пришли, наблюдая за поведением признаков 
родителей и потомков, причем действия исследователя с каждым новым поко- 
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лением определяются результатами, полученными на предыдущем поколении. 
Можно сказать, что генетическое исследование несколько напоминает шахмат- 
ную партию. Выводы, получаемые из таких исследований, на редкость деталь- 
ны. Грегор Мендель в своих опытах на горохе во второй половине Х[Х в. факти- 
чески постулировал существование и описал поведение хромосом в мейозе, не 
имея ни малейшего представления ни о хромосомах, ни о мейозе. Отношение 
генов к хромосомам было установлено только в начале ХХ в., и почти до его 
середины сильно подозревали, что материальным носителем наследственности 
являются белки. Иными словами, если прочие отрасли биологии не очень от- 
рывались от описательного подхода, то генетика в своих моделях далеко опе- 
режала то время, когда изучаемые ею объекты стало возможно описывать как 
материальные сущности. В трагический период истории отечественной науки, 
подпавшей под идеологический диктат в 1930-1950-е гг., это дало повод объ- 
явить генетику идеалистической лженаукой и отбросить нашу страну далеко 
назад, причем физически уничтожив лучших отечественых генетиков. 

Такая познавательная сила классической генетики как науки, способной 
на основании поведения признаков в скрещиваниях делать верные выводы 
о поведении неких микроструктур клетки, даже не имея представления о том, 
из чего они состоят, связана прежде всего с тем, что генетика включает в себя 
много математики из различных ее отраслей. Дело в том, что объектом генети- 
ки является не некая биологическая структура, а наследственная информация. 
Информацию можно изучать независимо от того, на каком материальном но- 
сителе она реализована. Так, программист в своей работе не нуждается в зна- 
ниях о том, как именно его программа воплотится в состоянии кристаллов 
в процессоре компьютера, хотя он и в курсе того, что реализована она будет 
именно на этой физической основе. Генетика — это, по сути, биологическая 
информатика. (Нужно заметить, что термин «биоинформатика» существует, 
но он обозначает совокупность методов изучения той информатики, которой 
«пользуется» сама жизнь, а не саму эту информатику.) По-видимому, точнее 
было бы сказать, что генетика — это биологическая кибернетика. 

«Классическую» генетику (иногда называемую менделевской, хотя то, что 
имеется в виду, много шире достижений самого Менделя) можно определить 
как науку о наследственности, оперирующую абстрактными элементами си- 
стемы управления развитием организма, отвлекаясь от их материального но- 
сителя и, по сути, не нуждаясь в нем. Соответственно, молекулярную генетику 
можно определить как науку о молекулярных механизмах, лежащих в основе 
наследственности. 

Конечно, не следует придавать этим и подобным им формальным опре- 
делениям большого значения. В реальной научной практике «двух генетик», 
и тем более границы между ними, не существует, наши же определения лишь 
указывают общее направление мысли. Известно, что любое определение несо- 


1.1. Классическая и молекулярная генетика 13 


вершенно, поскольку наше мышление — это не математическая логика, а по- 
нятия, т. е. то, чем оперирует мышление, не сводятся к словам — гораздо более 
простому коду, при помощи которого мы с теми или иными потерями фикси- 
руем и сообщаем результаты мышления. Понятия можно только понять (с той 
или иной степенью отчетливости), наблюдая за их взаимодействиями с ранее 
понятыми понятиями на множестве текстов, где понятия обозначены слова- 
ми. Определение — всего лишь наиболее краткий и эффективный текст, при- 
ближающий к пониманию, но всегда найдутся ситуации, где любое определе- 
ние не работает, притом что понятия продолжают работать. Ниже дается ряд 
определений, которые кажутся автору наиболее удачными безотносительно 
к тому, насколько они соответствуют предложенным ранее или оригинальны. 

Поначалу генетика состояла в одиноком подвиге единственного учено- 
го, которого не понял ни один современник и который, в силу личного ге- 
ния и разностороннего образования, предложил плодотворную методологию 
и скрупулезно провел длительные и обширные эксперименты, а главное — сде- 
лал неочевидные умозрительные предположения. Вскоре после переоткрытия 
генетики, т. е. ее возникновения уже в качестве науки многих, было обнару- 
жено, что факторы наследственности расположены в строго определенном 
порядке и на определенном расстоянии друг от друга в нескольких линейных 
структурах, количество, относительный размер и поведение которых совпада- 
ло с количеством, относительным размером и поведением хромосом в мейозе. 
Хромосомная теория наследственности была сформулирована в 1900-1903 гг. 
американским цитологом Уильямом Сеттоном и немецким эмбриологом Тео- 
дором Бовери и в дальнейшем развита знаменитым американским генетиком 
Томасом Морганом и его школой — Германом Мёллером, Альфредом Стерте- 
вантом, Кальвином Бриждесом. Это они с 1906 г. первыми стали проводить ис- 
следования на дрозофиле. Сначала они планировали работать на кроликах, но 
этот план не пропустил финансовый менеджер Колумбийского университета. 
(Однако первым культивировать дрозофилу начал американский энтомолог 
Чарльз Вудворт, он же предположил, что она может стать удобным объектом 
для изучения наследственности, о чем через других ученых впоследствии уз- 
нал Морган.) И вот этот важный вывод о нахождении факторов наследствен- 
ности в хромосомах, полученный столь рано, отвергался официальной наукой 
в СССР с конца 1940-х до начала 1960-х гг.! 

Изучение умозрительных генетических карт и различных частей хромо- 
сом показало, что гены расположены именно в них. Но классической генетике 
это не так уж и необходимо — ее модели, проверяемые по результатам скре- 
щиваний, ставили гены в своего рода «виртуальные хромосомы». И по сию 
пору для большинства объектов существуют два рода карт хромосом: физи- 
ческие карты, показывающие, в каких именно местах на видимых в микро- 
скоп хромосомах или на расшифрованой молекуле ДНК расположены гены, 
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и генетические, или рекомбинационные карты, реконструирующие взаимное 
расположение генов по результатам скрещиваний. Порядок генов в этих двух 
типах карт полностью совпадает, относительные расстояния между ними — 
далеко не всегда, и этому имеются вполне исчерпывающие объяснения, о чем 
будет сказано позже. 

Как наука об информации и управлении, классическая генетика даже 
структуру имеет аналогичную математике. Она вся держится на системе умоз- 
рительных априорных понятий, подобных математическим, с которыми со- 
ОТНОСЯТСЯ наблюдаемые явления (в отличие, к примеру, от цитологии, поня- 
ТИЙНЫЙ аппарат которой вводится исходя из видимых глазом эмпирических 
фактов). Понятий и соответствующих им терминов в генетике много. Но они 
действительно нужны и, будучи введенными, практически исчерпывают пред- 
мет. Во многих случаях достаточно сопоставить наблюдаемое явление с под- 
ходящим понятием, и его механизм становится ясен. Пожалуй, в качестве 
лучшего учебника по генетике мог бы служить хороший толковый словарь ге- 
нетических терминов. 

К сожалению, в соответствующей генетическим понятиям терминологии 
(а понятия и термины — это не одно и то же) за время существования генетики 
накопился изрядный разнобой, на чем внимание будет заостряться специально, 
чтобы слушатели в дальнейшем небыли введены в заблуждение различным сло- 
воупотреблением в разнородной генетической литературе и генетическом сооб- 
ществе. Педагогически правильнее было бы вводить понятийный аппарат и тер- 
минологию по мере того, как в них возникает необходимость. Но не будет вреда, 
если ввести и обсудить основные понятия с самого начала. Исходя из того, что 
с некоторыми понятиями слушатели уже знакомы хотя бы из школьного курса, 
мы будем иногда пользоваться ими еще до их детального обсуждения. 


1.2. Признаки. Фенотип и генотип 


Пожалуй, самым важным генетическим понятием является признак. 
Генетика как наука зародилась именно в тот момент, когда Грегор Мендель 
начал анализировать наследование отдельных признаков, а не всего облика 
и свойств организмов как единого целого. Что такое признак, сколько их мо- 
жет быть? Признак — это любая связанная с особью характеристика, лишь 
бы был способ как-то ее зарегистрировать. Рост, вес, цвет, высота крика, по- 
ловина длины хвоста, прибавленная к квадратному корню из трети длины 
носа, густота волосков в бороде, форма норы или муравейника, продолжи- 
тельность времени, в течение которого можно не дышать под водой, коли- 
чество любовников у матери или дочери изучаемого субъекта. Например, 
в одном исследовании среди признаков носителей определенного варианта 
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одного из рецепторов к дофамину фигурировала высокая частота призна- 
ка «вырос без отца» (понятно, что здесь речь шла скорее о признаке одно- 
го из родителей, а не самого обсуждаемого субъекта, который, впрочем, мог 
унаследовать некую предрасположенность к оставлению своей семьи). 

Выбор огромен, но чем удачнее, мудрее или остроумнее вы выберете при- 
знак, тем больше информации узнаете из опыта. Ясно, что прибавлять ква- 
дратный корень из длины носа к длине хвоста не следует, так как обе длины 
имеют одну и ту же размерность, и в результате вы получите математическую 
абракадабру, лишенную физического смысла. А вот если прибавлять к длине 
хвоста кубический корень из массы тела с определенным коэффициентом, то 
это имеет больше смысла, ведь масса зависит от куба линейных размеров, и, 
извлекши кубический корень, мы получим величину, соизмеримую с длиной 
хвоста. Сложив две упомянутые величины, можем получить некое мерило ли- 
нейных размеров. 

Легко увидеть, что далеко не все признаки из их бесконечного разнообра- 
зия одинаково информативны. Некоторые, правда, информативны одинаково, 
но ничего друг к другу не добавляют. К примеру, если взять два таких признака, 
как длина правой ноги и длина левой ноги, то даже интуитивно понятно, что, 
хотя две ноги и могут слегка различаться по длине, второй признак мало что 
добавит к первому. Возьмем следующие признаки: длина левой ноги и рост. 
Что мы можем о них сказать? Чем больше рост, тем больше длина ног — это 
совершенно очевидно. Рост и длина ног коррелируют — не более, но и не ме- 
нее того. И действительно, если взять выборку людей, измерить рост и длину 
ног, а также вычислить коэффициент корреляции, то он будет довольно бли- 
зок к единице и высокодостоверен. Но мы знаем, что люди вообще-то бывают 
коротконогими и длинноногими. И если мы возьмем рост и отношение длины 
ног к росту, то получим два совершенно независимых признака — линейные 
размеры и длинноногость, которые могут наследоваться независимо. 

Существует набор математических методов, называемый многомерной ста- 
тистикой (в частности, метод главных компонент), который позволяет из Млю- 
бых измеренных нами признаков, которые можно выразить числом, получить 
М новых признаков, представляющих собой линейные комбинации исходных 
(их суммы с разными коэффициентами), которые не будут коррелировать друг 
с другом. Это означает, что каждый из них будет нести независимую информа- 
цию. И если мы посмотрим на то, как образованы М этих новых признаков, то 
увидим, что один из них отражает, к примеру, линейные размеры (сюда войдут 
всякие длины — тела, рук, ног и т. д.), другой — толщину, третий — неравномер- 
ность толщины (выраженность талии, бедер и бюста), четвертый — относитель- 
ные размеры головы, пятый — смуглость кожи и т. д. Такие признаки наиболее 
информативны, причем они имеют разный вклад в общую изменчивость объ- 
ектов, который также можно оценить, исходя из изучаемых признаков. Однако 
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даже методы многомерного анализа не решают проблемы дублирования призна- 
ков. Оно всего лишь увеличивает упомянутый относительный вклад в общую из- 
менчивость того нового признака, в который эти признаки попадают. Проблема 
дублирования признаков не решена в математической статистике до сих пор. 

Признаки могут быть самыми разными, однако распадаются на два боль- 
ших класса — качественные, или альтернативные, и количественные, или 
континуальные. Признак является качественным в том случае, когда измен- 
чивость проявляется в существовании нескольких альтернативных вариантов 
признака, т. е. в принадлежности особи к определенному четкому классу, при- 
чем отнесение ее к одному из классов не вызывает сомнений. Например, можно 
выделить два таких класса особей человека, как мужчины и женщины. Жен- 
щин тоже можно разделить на несколько альтернативных классов. Допустим, 
девушка может быть в брюках или одетой в единый цилиндрический кусок 
материи — платье или юбку. Получаем два класса. Последний случай можно 
разбить на два подкласса — одета в платье или в юбку. Получаем три класса. 
Женщины наверняка могут выделить множество альтернативных классов от- 
носительно одежды и при этом не испытают ни малейших затруднений в клас- 
сификации. Классические примеры: цветы гороха — белые или пурпурные, 
глаза дрозофилы — опять-таки белые или пурпурные; забавно, но и цветок, 
и глаз могут быть еще и розовыми, и это еще одно состояние качественного 
признака, отдельный класс. 

В тех случаях, когда можно выделить качественные (альтернативные) 
признаки, а особи, принадлежащие к разным классам (вариантам), регулярно 
встречаются в природе, принято говорить о полиморфизме, а сами классы (ва- 
рианты) этих признаков обычно называть морфами, или формами. Изначально 
это одно и то же слово, первое из которых является греческим, а второе — ла- 
тинским, но значение слова «форма» слишком многозначно, и его лучше избе- 
гать. Этимологически оба слова обозначают форму, но как термины применя- 
ются для любых признаков, например, связанных с цветом. 

В популяциях алтайской высокогорной фиалки (Уоа аЙйака) примерно 
с равной частотой встречаются две морфы — с желтовато-белыми и темно- 
фиолетовыми цветками, при этом все ботаники, многие из которых до сих 
пор придерживаются типологической концепции вида, не сомневаются, что 
они принадлежат к одному виду. Любопытно, что то же самое наблюдается иу 
близкого вида фиалки кавказской. Следовательно, либо это на самом деле тот 
же самый вид, либо два варианта окраски цветков присутствовали в данной 
группе фиалок еще до дивергенции алтайской и кавказской фиалок и не были 
утеряны в ходе этой дивергенции. А в природных популяциях ириса сизого 
(115 Фаисезсеи$) встречаются три цветовые морфы: белая, бледно-сиреневая 
и интенсивно-фиолетовая. Можно заподозрить, что белый и фиолетовый 
ирис — гомозиготы по двум аллелям некоего гена, а сиреневый — гетерози- 
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гота по этим аллелям. Но пока такой информации у нас нет (а этот вопрос, 
судя по всему, еще не изучался), мы должны ограничиться констатацией трех 
цветовых морф. 

Мы упоминали о трех четких классах цвета цветков гороха — белый, 
пурпурный и розовый. Но вот на улице Золотодолинской в Новосибирском 
академгородке высажены яблони с пурпурными лепестками. А бывают ябло- 
ни с розовыми, со слегка розоватыми и белыми лепестками. В случае гвоздик, 
продаваемых в ларьках, нам кажется, что признак цвета цветков качествен- 
ный — бывают красные, белые, розовые и белые с красной оторочкой лепест- 
ков. Однако у селекционеров-цветоводов есть такое разнообразие гвоздик, что 
признак превращается в количественный. Можно взять спектрофотометр, экс- 
трагировать пигмент антоциан из стандартной навески лепестков и измерить 
интенсивность пурпурной антоциановой окраски, выразив ее цифрой. И тогда 
получаем количественный признак — это такой признак, который может быть 
выражен вещественным числом. Один и тот же признак в разных ситуациях 
может выступать как количественный и качественный. Для практически лю- 
бого качественного признака можно найти способ его измерения и тем самым 
рассмотреть его как количественный. В то же время большинство количествен- 
ных признаков не может рассматриваться как качественные, так как значения 
измеряемого параметра редко группируются в четко различимые классы. 

Рост человека (если исключить явную карликовость) — типичный коли- 
чественный признак. Сколько бывает вариантов роста нормального человека? 
Точно сказать нельзя — это положительное вещественное число, а количество 
«вариантов» зависит от того, с какой точностью мы измеряем и какие суще- 
ствуют физические пределы этой величины. Рост множества людей можно 
охарактеризовать его средним значением. Но нам понадобятся также какие-то 
характеристики его изменчивости. Для этого нам придется изучать частотное 
распределение количественного признака. Еще один хрестоматийный пример: 
если взять большое количество людей, измерить их рост с точностью до сан- 
тиметра и построить по росту так, чтобы люди с одинаковым ростом стоя- 
ли в одну колонну, то получим следующую картину: длина колонн образует 
некую колоколообразную кривую. При достаточной дробности измерения 
роста и оптимальном количестве людей, она неплохо воспроизведет хоро- 
шо известное в теории вероятностей нормальное, или Гауссово распределение. 
На рис. 1.1 "показано, как выглядит его плотность. 

Это распределение однозначно определяется двумя своими момента- 
ми — математическим ожиданием (оно же среднее значение) и дисперсией — 
усредненным квадратом отклонений индивидуальных значений от среднего. 
Квадратный корень из этой величины дает среднеквадратическое отклонение. 


`еп.мареа.оге. 
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Его размерность совпадает 
с размерностью измеряемой 
величины, и оно может слу- 
жить мерой разброса при- 
знака. В интервале значений 
величины от среднего минус 
среднеквадратическое откло- 
нение до среднего плюс сред- 
неквадратическое отклонение 
находится около 70% всех 
нормально распределенных 
объектов, СКОЛЬКО бы МЫ ИХ НИ 
измерили. Если этот интервал 
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Рис. 1.1. Плотность нормального распределения вокруг среднего расширить 
с различными значениями матожидания и вдвое, то в нем будет заключе- 
и дисперсии о но около 90 %, если втрое — то 


около 99 % объектов. 

Центральная предельная теорема математической статистики утвержда- 
ет, что распределение суммы большого количества независимых случайных 
величин приближается к нормальному. А практически любой количественный 
признак формируется под действием большого количества разнонаправлен- 
ных и разных по силе факторов (для размера тела это особенно верно). Имен- 
но поэтому большая часть количественных признаков живых организмов под- 
чиняется нормальному распределению. 

То, о чем говорилось выше, — общеизвестно и тривиально, но на самом 
деле не вполне верно. Как известно, чтобы оценить приемлемость модели, 
нужно обязательно обратить внимание на граничные условия. Нормальное 
распределение симметрично и задано на всем множестве вещественных чисел, 
от минус бесконечности до плюс бесконечности, хотя плотность вероятности 
спадает при удалении от среднего достаточно быстро. Вернемся к признаку 
«рост человека». Действительно, у нас нет жесткого верхнего предела на рост 
человека, и какого бы рекордсмена мы ни нашли, никогда нет гарантии, что 
рано или поздно не найдется более высокий субъект. А вот нижний предел 
есть даже теоретически — ведь рост человека по определению не может быть 
меньше нуля. Значит, граничные условия заведомо не пропускают для роста 
человека Гауссову модель. Более того, если мы возьмем множество людей, то 
обнаружим, что распределение их по росту слегка ассиметрично и скошено 
вправо — физический нижний предел в нуле дает о себе знать, делая обращен- 
ный к нему склон распределения более крутым! Какую же модель мы можем 
предложить взамен Гауссовой как более адекватную для количественных при- 
знаков биологических объектов? 
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Подумаем вот о чем. Признаки формируются в ходе индивидуального раз- 
вития организма, которое, по сути, есть очень сложная химическая реакция, 
происходящая под управлением генов, в определенные моменты обеспечиваю- 
щих концентрации необходимых веществ. Эти концентрации выступают как 
сомножители в уравнениях скоростей составляющих индивидуальное развитие 
элементарных реакций (например, уравнения Михаэлиса), а значения призна- 
ков напрямую зависят от каких-то из этих (или даже всех) скоростей. Поэтому 
индивидуальные вклады отдельных генов в количественный признак обычно не 
складываются, а перемножаются, т. е. каждый ген увеличивает или уменьшает 
значение признака во сколько-то раз. Произведение же многих независимых 
случайных величин стремится к логарфмически нормальному, или логнормаль- 
ному распределению. В результате реальные распределения количественных при- 
знаков организмов являются не нормальными, а логнормальными. Эти распре- 
деления действительно очень похожи, однако логнормальное распределение все 
же несколько асимметрично — оно более полого вправо (рис. 1.2"). 

Как известно, произведение легко превратить в сумму, прологарифмировав 
величину. Поэтому если строить распределение не результатов реальных изме- 
рений признаков организмов, а их логарифмов, то это распределение, как пра- 
вило, получается идеально нормальным (заметим, что для значения логариф- 
мов реальных параметров не существует физических ограничений ни сверху, 
ни снизу). По этой причине распределение, к которому стремится произведе- 
ние независимых случайных величин, и называется логарифмически нормаль- 
ным. Заодно получается, что 
при многомерном анализе 
таких линейно трансфор- 
мированных признаков ли- 
нейные комбинации учтут 
и отношения между реаль- 
но измеряемыми величи- 
нами, которые превратятся 
в разности их логарифмов. 
Вспомним критерий длин- 
ноногости — он органично 
войдет в какую-то главную 
компоненту, поскольку 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 
из частного двух величин ы 
превратится в разность двух Рис. 1.2. Плотность логнормального распределения 
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величин. Тем самым снима- со средним ц = 1,0 и различными значениями 
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ные с применением к отношениям случайных величин статистических методов, 
большинство из которых разработано для величин, распределенных нормально. 

Тем не менее, часто количественные признаки распределены существенно 
иначе. Бывают резко асимметричные распределения, а бывают и бимодальные 
распределения. Причины этого — в том числе и наследуемые. К примеру, при- 
ходите вы в теплицу Института цитологии и генетики с линейкой и измеряете 
длину растений гороха. Возможно, вы получите два отстоящих друг от дру- 
га колокола, потому что есть горох очень короткий (карликовый), а есть нор- 
мальный. Различить эти два случая обычно не представляет труда. Значит, мы 
имеем качественный признак — растения можно разбить на два отчетливых 
класса. Но в пределах каждого класса тот же самый рост будет выступать как 
количественный признак. 

На самом деле карликовый горох обладает замедленным ростом, но эти 
растения могут и перерастать своих «нормальных», но тщедушных собратьев. 
В таком случае мы будем иметь два слившихся колокола. И если возьмем рас- 
тение посередине между горбами распределения, то затруднимся классифици- 
ровать его по росту. Но если мы обратим внимание на длину междоузлий — 
расстояние между узлами (точками 
на стебле, где от него отходят сложные 
листья), то все сразу станет ясно: у кар- 
ликов оно маленькое (меньше длины че- 
решка), а у нормы — большое (больше 
длины черешка) (рис. 1.3`). Просто не- 
которые карлики выросли так, что у них 
получилось гораздо больше узлов, чем 
у нормы. Именно этот признак — от- 
носительная длина междоузлия — явля- 
ется здесь альтернативным признаком, 
в то время как рост растения очень ред- 
ко ведет себя как настоящий альтерна- 
тивный признак. 

Можно выделить еще два класса 
признаков, которые в конечном счете 
сводятся к количественным. 

Возьмем такой признак, как количе- 
ство отростков на рогах марала. Самые 
Рис. 1.3. Нормальный (а и 6) мелкие рога неветвистые. В максималь- 

и карликовый (в) горох ном случае имеем на оба рога 10 отрост- 
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ков. Мы не испытаем затруднений в отнесении того или иного рога к классу 
сопределенным числом отростков и на этом основании можем подумать, что это 
качественный признак. Но качество здесь соотносится с целым числом, а число 
классов, как и ряд целых чисел, неограничено (никто не может поручиться, что 
нам рано или поздно не попадется марал с 11 или более отростками). Такие при- 
знаки называются счеиными; еще они называются меристическими, что может 
сбить с толку, поскольку нам здесь нужно не измерять, а именно считать. На са- 
мом деле в нашем случае имеется простая закономерность — чем больше рог, 
тем больше на нем отростков. Просто для того, чтобы добавился еще один от- 
росток, зачатку рога нужно набрать некоторый критический прирост массы. Так 
что счетное количество отростков — просто мера величины рога. В случае числа 
ячеек на крыле стрекозы это становится еще более очевидно. Такую же меру мы 
получаем при измерении любого количественного признака, когда останавлива- 
емся на какой-то его точности. Представьте, если мы считаем не отростки рогов 
оленя, а волоски на его молодых рогах. Фактически имеем различные меры раз- 
мера рога, но с разным шагом (округлением). 

Оперируют со счетными признаками при помощи тех же подходов, что 
и сколичественными, с некоторыми особенностями математической обработ- 
ки. И было бы ошибкой применять к ним те же подходы, которые применяют- 
ся для альтернативных признаков. Например, одна московская группа ученых 
изучала количество ячеек в определенных зонах крыльев стрекоз. Ученые под- 
считывали среднее количество ячеек, определяли среднее и среднеквадрати- 
ческое отклонения и, к примеру, находили, что на двух разных водоемах эти 
средние статистически значимо различались. Они сделали вывод, что попу- 
ляции на двух озерах имеют генетическую специфику, на том основании, что 
альтернативные признаки непременно должны определяться наследственны- 
ми факторами, одним или немногими. Но оперировали-то ученые со своим 
признаком как с количественным! Скорее всего, на одном из водоемов стре- 
козы развивались в менее благоприятных условиях (или, может быть, более 
быстро) и имели меньшую площадь крыльев, на которой умещалось меньше 
ячеек, размер которых довольно стандартизован в онтогенезе. 

Наконец, часто выделяют еще один большой класс признаков — ранго- 
вые признаки. Речь идет о тех случаях, когда мы можем ранжировать объекты 
по принципу «больше» / «меньше» («лучше» / «хуже»), но не имеем прямой воз- 
можности выразить это качество превосходства одних над другими численно. 
Ситуации, в которых возникают ранговые признаки, довольно многообразны. 
На плацу можно построить солдат по росту, не измеряя их роста. На том же 
плацу по погонам мы легко распознаем воинские звания, заведомо зная, в каком 
порядке они ранжированы относительно друг друга. В некоторых случаях мы 
вынуждены субъективно оценивать некие сложные интегральные параметры, 
например «силу» индивидуальных растений, классифицируя их на «сильных», 
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«средних» и «слабых». Заметим, однако, что коль скоро мы имеем ранги, мы уже 
имеем грубое численное измерение признака, пусть и очень приблизительное 
или субъективное. Так, ранги, будучи порядковыми номерами, сами по себе суть 
целые числа. И с ними уже можно оперировать как со счетными признаками. 
При всей условности такого «измерения» разработаны математические методы, 
позволяющие получать на их основе весьма надежные выводы. 

Более того, и несомненные качественные признаки можно весьма прибли- 
зительно обрабатывать как количественные. Допустим, если у нас имеется четы- 
ре цветовых морфы, то мы можем рассматривать их не как один качественный 
признак, а как четыре количественных признака, каждый из которых может 
принимать два значения — 0 (особь не принадлежит к данной морфе) и 1 (особь 
принадлежит к данной морфе). Опыт показывает, что и такие подобные «искус- 
ственные количественные признаки» можно с успехом обрабатывать. 

Итак, один и тот же признак может быть и количественным, и качествен- 
ным. Любое различаемое нами качество всегда можно как-то измерить (даже 
принадлежность к мужскому и женскому полу можно измерить как соотно- 
шение определенных гормонов). А любое количество можно условно разбить 
на классы путем введения пороговых величин. Выбор, как оперировать с при- 
знаком — как со значением численного параметра или как с индикатором при- 
надлежности к классу, диктуется особенностями конкретной задачи. В случае 
бимодального распределения бывает полезно разбить все особи на два класса 
хотя бы в первом приближении, даже если два горба распределения сливают- 
ся и мы не можем однозначно классифицировать особей, попадающих между 
ними, кроме как формально введя пороговое значение. 

И качественные, и количественные признаки могут в той или иной мере 
наследоваться, а стало быть, попадают в поле зрения генетики. Для анализа ко- 
личественных и качественных признаков генетика пользуется разными моде- 
лями. Наследование качественных признаков (именно с ними и работал Мен- 
дель) описывается в терминах комбинаторики и теории вероятности, причем, 
как это на первый взгляд ни парадоксально, проще и точнее; ими мы и будем 
в основном заниматься. Наследование количественных признаков описывает- 
ся в терминах математической статистики и основано на анализе корреляций 
и разложении на компоненты дисперсии. Как уже было сказано, наследование 
качественных признаков также можно обрабатывать как наследование при- 
знаков количественных, что в ряде случаях оказывается весьма продуктивным 
подходом. Мы еще поговорим о началах генетики количественных признаков. 
А пока — немного терминологии. 

Два не менее широких понятия, чем признак, без которых, однако, не обой- 
тись — генотип и фенотии. Сами эти термины, как итермин ген, введены в 1909г. 
датским генетиком Вильгельмом Людвигом Иогансеном. Фенотип — это все то, 
что касается признаков рассматриваемого организма, генотип — это все то, что 
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касается его генов. Понятно, что признаков может быть бесконечное количе- 
ство, а генов существует десятки тысяч, причем множество даже вполне очевид- 
ных признаков никто не регистрирует, а подавляющее большинство генов никто 
не знает. Но фенотип и генотип — это рабочие понятия, содержание которых 
в каждом конкретном случае диктуется генетическим экспериментом. Генетиче- 
ский эксперимент состоит обычно в том, что кого-то с кем-то скрещивают, часто 
на протяжении многих поколений, и следят за признаками потомства, которое 
может в соответствии с этими признаками отбираться, скрещиваться и т. д. Или 
изымают из природы выборку особей, регистрируют их признаки, выясняют, 
какими вариантами представлены некоторые гены, наблюдают за динамикой их 
частот. В каждом случае мы следим за строго определенными признаками и ге- 
нами, часто немногими. И когда мы говорим о фенотипе, мы имеем в виду значе- 
ния или состояния именно этих признаков, а когда о генотипе — набор именно 
этих генов. Зависимость фенотипа от генотипа есть, но, как мы увидим, не самая 
прямая. В выяснении этой зависимости во многом и состоит генетика. И только 
в случае, если в качестве признака фигурирует сама последовательность ДНК, 
фенотип совпадает с генотипом. 

Лишь в последнее время появилась возможность проводить высокотехно- 
логичные эксперименты по слежению за продуктами всех известных генов — 
допустим, анализировать всю матричную РНК или все белки в той или иной 
ткани. Соответствующие направления получили названия, «транскриптоми- 
ка» и «протеомика», а совокупность всех имеющихся в том или ином объекте 
белков или матричной РНК — «транскриптом» и «протеом». (В последнее вре- 
мя начался сущий парад всевозможных «-омов»: «гликом», «кариом», «метабо- 
лом» и даже «транспозом».) 
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Исходя из нашего предварительного утверждения, что в генетике очень 
много от математики, мы должны были бы ожидать в ней терминологиче- 
ской строгости. Но генетика — это еще и эмпирическая наука, существующая 
на огромном и разнородном экспериментальном материале, делаемая множе- 
ством ученых разной специализации (и разной образованности), что привело 
к существованию в ней различных терминологических «диалектов», в том чис- 
леи в вещах очень важных. 

Перейдем к понятию, которое может показаться для генетики централь- 
ным, но которое в реальности оказалось слишком для этого расплывчатым. 
Что такое ген? Этому понятию очень не повезло. Сейчас оно имеет несколько 
значений. В классической генетике ген — это наследуемый фактор, влияющий 
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на признаки организма. Некогда он рассматривался как далее неделимая еди- 
ница наследственности, однако уже в конце 1920-х гг. в опытах Николая Пе- 
тровича Дубинина и Александра Сергеевича Серебровского было показано, 
что ген (все еще как умозрительный фактор) линеен и подразделим на части 
(о чем ниже). После открытия структуры ДНК очень быстро выяснилось, что 
многие классические гены представляют собой участки ДНК, кодирующие не- 
кий белок, к примеру, фермент, который и определяет наследуемый признак. 
Это было огромным прорывом в науке, и на этой волне первоначально пока- 
залось, что все гены классической генетики именно таковы. Была выработана 
следующая формула: «Один ген — одна полипептидная цепь». Она была пред- 
ложена в первоначальной формулировке «один ген — один фермент» в 1941 г. 
(т. е. за 12 лет до расшифровки структуры ДНК Дж. Уотсоном и Ф. Криком) 
Джорждем Бидлом и Эдвардом Тейтэмом (портреты этих и многих других 
ученых вы найдете в учебнике И. Ф. Жимулева [2003]), которые работали со 
штаммами плесени нейроспоры, различавшимися по способностям осущест- 
влять те или иные биохимические реакции, и установили, что каждый ген от- 
ветствен за одну определенную биохимическую реакцию, т. е. за определенный 
этап метаболизма плесени. За эти работы Бидл и Тейтэм в 1948 г. получили 
Нобелевскую премию. Заметим, что на том этапе ген еще понимался вполне 
классически, но велись активные исследования по выяснению того, что же он 
представляет физически. После открытия структуры ДНК все, казалось бы, 
встало на свои места, и геномом стали называть участок ДНК, кодирующий 
полипептидную цепь. 

Однако со временем обнаружилось, что рядом с кодирующей последова- 
тельностью всегда имеются регуляторные последовательности ДНК, которые 
ничего не кодируют сами, но влияют на включение-выключение и интенсив- 
ность транскрипции этого гена. Вы хорошо их знаете: это промоторы — ме- 
ста посадки РНК-полимеразы, операторы — места посадки регуляторных 
белков (однако этот термин применяется только в генетике бактерий), а так- 
же энхансеры — опять-таки места посадки регуляторных белков, способству- 
ющие транскрипции, но находящиеся на некотором, иногда значительном, 
удалении от кодирующей последовательности, сайленсеры — последова- 
тельности, препятствующие транскрипции, и т. д. Иногда они располагают- 
ся за сотни и тысячи нуклеотидов от кодирующей последовательности (по 
масштабам хромосомы это не так и много), но все равно функционируют 
как цис-факторы (т.е. находящиеся рядом), физически оказывающиеся не- 
подалеку за счет определенной укладки ДНК. Все эти вспомогательные по- 
следовательности стали рассматривать как принадлежности гена, который 
что-то кодирует. Таким образом, в молекулярной генетике эукариот ген — 
это кодирующий участок ДНК и прилежащие участки ДНК, влияющие на его 
транскрипцию. 
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Для такого участка в 1957 г. С. Бензером был предложен уточняющий 
термин цистрон, которому также не повезло, так как он быстро превратил- 
ся в свою противоположность: этим термином стали называть и участок ДНК 
между промотором и терминатором, с которого считывается единая молекула 
РНК, а иногда и один только лишь кодирующий участок ДНК. Вы помните, 
что у прокариот, у которых молекулярно-генетические механизмы стали вы- 
ясняться раньше, широко распространена оперонная организация генов, ког- 
да последовательности, кодирующие несколько полипептидных цепей, имеют 
общую регуляцию и считываются в составе единой мРНК. Это не позволяет 
пользоваться вышеприведенным определением термина «ген». Однако здесь 
малоприменим и термин «цистрон»: будучи определенным как участок ДНК, 
с которого считывается единая РНК, он включит участки, кодирующие не- 
сколько разных белков. Более того, такая организация была некогда названа 
«полицистронным принципом организации генетического материала», что 
окончательно усугубило терминологическую путаницу. В результате употре- 
бление терминов «ген» и «цистрон» без пояснений (хотя бы о каком надцар- 
стве организмов идет речь) в настоящее время чревато недоразумениями. 

Заметьте, что в молекулярно-биологическом понимании ген получился под- 
разделенным на части — экзоны, интроны, операторы, энхансеры, в конце кон- 
цов отдельные нуклеотиды. А регуляторная последовательность ДНК, взятая как 
таковая, лишилась права называться геном, так как сама ничего не кодирует. Но 
за счет влияния на транскрипцию гена эта последовательность может влиять и на 
какой-то признак (и, таким образом, на фенотип), который будет наследоваться 
вместе с этой последовательностью. А сама она может быть отделена рекомби- 
нацией от кодирующей последовательности, в особенности если это удаленный 
энхансер. Иначе говоря, регуляторная последовательность — это тоже особый 
наследственный фактор, также имеющий свое собственное место на хромосоме. 
Некоторые регуляторные последовательности, такие как энхансеры, могут влиять 
на транскрипцию нескольких генов сразу, т. е. занимать свое определенное место 
в регуляторной сети управления развитием и функционированием организма. 
Налицо все признаки гена в понимании классической генетики. 

Это противоречие между классическим и молекулярно-биологическим 
понятием гена не преодолено до сих пор, что, впрочем, не особенно важно, так 
как слово «ген» давно не употребляется как строгий термин. В связи с бурным 
развитием молекулярной биологии побеждает молекулярно-биологическое 
определение: ген — это транскрибируемый участок ДНК со своими регулятор- 
ными последовательностями ДНК. Однако классическое понятие «ген — это 
наследственный фактор, вне зависимости от того, как он функционирует, чем 
является и из чего состоит» было исторически первым, продержалось более 
полувека и оказалось исключительно плодотворным. Необходимо быть в кур- 
се этого противоречия и понимать, о чем идет речь, из контекста. 
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На практике это противоречие разрешается двумя путями: либо перед 
употреблением слова «ген» его значение предварительно оговаривается, либо 
оно не используется в качестве термина. Пример первого случая: в разделе 
«Материалы и методы» в статье, посвященной подсчету генов в геноме, обя- 
зательно будет написано, по какому критерию ген определяли — например, 
было подсчитано число открытых рамок считывания. В следующей статье на- 
пишут: мы проанализировали экспрессию и показали, что некоторые из най- 
денных потенциальных рамок считывания никогда не транскрибируются и, 
по-видимому, представляют собой не гены, а исевдогены (остатки генов, утра- 
тивших функциональность). Пример второй ситуации: изучается участок 
ДНК, с которого считывается несколько тысяч белков за счет того, что есть 
три альтернативных промотора, три альтернативных терминатора и десяток 
интронов, подверженных альтернативному сплайсингу. [ще тут ген или гены 
и сколько их? В данном случае слово «ген» будет упомянуто разве что во вве- 
дении статьи. Если взять фразу, содержащую слово «ген» из популяционно- 
генетического контекста, и вставить в молекулярно-биологический контекст, 
то смысл ее будет утерян. 

Разные варианты одного и того же гена в любом его понимании обо- 
значаются термином аллели. В данной форме термин предложен все тем же 
Вильгельмом Иоганзеном в 1926 г. на основе введенного Уильямом Бэтсо- 
ном в 1902 г. термина «аллеломорфная пара». Понятие «аллель» появилось 
задолго до того, как материальный носитель гена был открыт, и было введено 
именно как альтернативный вариант гена. Это понятие особенно важно для 
диплоидных организмов, которые получают одинаковый набор генов от отца 
и матери, и, как следствие, каждый из них присутствует в геноме в двух копи- 
ях, которые могут быть идентичными или различаться, но не до такой степе- 
ни, чтобы нельзя было сказать, что это «один и тот же ген». Такие две копии 
и были названы аллелями. 

Забавно, но в отношении термина «аллель» не имеет однозначного реше- 
ния и такой простой вопрос, каков грамматический род этого слова в русском 
языке. Московская, киевская и новосибирская генетические школы считают, 
что аллель мужского рода, ленинградская (санкт-петербургская) — что жен- 
ского. Даже в разных рекомендованных учебниках это слово употреблено 
в разном роде. 

Первоначально термин «аллели» был введен для обозначения вариантов 
гена, ответственного за определенный признак. Эти варианты связаны с со- 
стоянием этого признака. Однако выяснилось, что на один и тот же признак 
могут одинаковым образом влиять независимые друг от друга гены. В свя- 
зи с этим возникает проблема различения аллелей одного и того же либо 
разных генов. К счастью, еще раньше выяснилось, что гены расположены 
в строго определенной последовательности в линейных структурах, как ока- 
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залось, каждый ген занимает строго определенное место на одной из хро- 
мосом, поэтому каждый ген можно было идентифицировать не только и не 
столько по влиянию на фенотип, но и поего месту на определенной хромосо- 
ме. Получается, что каждое место на хромосоме, ответственное за какой-то 
признак — локус, — занято одним из аллелей — индивидуальных вариантов 
гена. Диплоидное ядро содержит по два аллеля каждого локуса, полученных 
от матери и отца, разных или одинаковых. Локус можно определить как по- 
зицию на хромосоме, занимаемую наследственным фактором, а аллель — как 
вариант определенного наследственного фактора. Но поскольку опреде- 
ленность наследственному фактору придает именно локус, то аллель — это 
вариант наследственного фактора, находящегося в определенном локусе. 
При этом лучше говорить «локус на хромосоме», а не «локус хромосомы», 
потому что во втором случае может создаться впечатление, что хромосома 
составлена только лишь из таких вот локусов, имеющих генетический смысл 
как наследственные факторы. Хотя ген в классическом понимании действи- 
тельно соответствует определенному отрезку ДНК хромосомы и хотя очень 
часто ничего не кодирующие участки ДНК могут на что-то влиять косвенным 
образом (например, присутствие блока повторов может способствовать ком- 
пактизации хроматина и тем самым влиять на интенсивность транскрипции 
кодирующих отрезков ДНК, расположенных даже на значительном расстоя- 
нии от него), тем не менее, заведомо существуют протяженные участки ДНК, 
не имеющие никакого генетического содержания, т. е. ни на что не влияющие 
и не являющиеся генами в любом смысле. 

Получилось, что от слова «ген» в классической генетике можно вообще 
отказаться. Есть локус — место на хромосоме, которое всегда занято одним 
из аллелей. Отношение между локусом и аллелем такое же, как отношение 
между переменной и ее значением. При этом и локус — это ген (как родовое 
понятие), и аллель — это ген (как индивидуальное понятие). Часто можно 
услышать: «эти гены неаллельны друг другу», т. е. говорят об аллельных и не- 
аллельных генах, об аллелях одного локуса и аллелях разных локусов. В прак- 
тике генетики устоялась не очень жесткая традиция употреблять слово «ген» 
как синоним слова «локус», и такие примеры будут неизбежно встречаться и в 
нашем тексте. 

Но есть ситуации, когда слова «ген» избежать трудно. К примеру, обрабо- 
тали семена гороха с красными цветками химическим мутагеном и получили 
растение с белыми цветками. Установили, что признак «цвет цветков» насле- 
дуется как определяемый одним локусом — в таких случаях принято говорить 
о моногенном признаке (хотя несуществующий термин «монолокальный» был 
бы точнее). Однако горох с белыми цветками уже был известен ранее, и этот 
признак определяется аллелем хорошо известного локуса. Спрашивается: мы 
получили тот же самый аллель того же локуса или другой (на уровне после- 


28 Глава 1. Основные генетические понятия 


довательности ДНК) аллель того же локуса, который, однако, также приво- 
дит к белым цветам? Или это аллель другого локуса, который мог бы отвечать 
за совсем другой этап синтеза пигмента? Пока это не установлено, приходится 
нестрого говорить: «Получили ген белоцветковости». Кстати, здесь описана 
реальная ситуация из жизни лаборатории, где работает автор этой книги: был 
получен ген, определяющий белоцветковость, который оказался аллельным не 
широкоизвестному локусу а, а малоизвестному локусу а2, причем оба они от- 
ветственны за антоциановую окраску цветка гороха. 

Но термины «локус» и «аллель» имеют и забавное расширительное значе- 
ние. Если мы изучаем саму последовательность ДНК, которая в данном случае 
является и нашим признаком, и нашим геном, поскольку в прямом смысле ко- 
дирует сама себя, мы можем называть локусом любой интересующий нас ее 
участок, а аллелем — его вариант. Например, в геноме есть так называемые 
«микросателлиты», или короткие повторенные последовательности (5йот 
5едиепсе тереа, $$Е) очень коротких, буквально в несколько нуклеотидов 
(вплоть до одного нуклеотида), тандемных (расположенных друг за другом) 
повторов. Число этих повторов легко меняется за счет механизмов, связанных 
с проскальзыванием при репликации или неправильной рекомбинацией. Соб- 
ственно за счет этих механизмов повторы в геноме и «заводятся», в то время 
как никакой своей функции у них нет, и генами в молекулярном смысле они 
никоим образом не являются. Благодаря их высокой изменчивости микро- 
сателлиты любят изучать популяционные и эволюционные генетики, так как 
по числу копий повторов можно с некоторой степенью уверенности судить 
о родстве. В этом случае также принято говорить об аллелях, обозначая этим 
словом последовательности микросателлитов разной длины, т. е. с разным 
числом копий повтора. Заметим, что в данном случае, когда анализируемым 
признаком является сама структура ДНК, значение терминов «локус» и «ген» 
совпадает, а аллель означает конкретную нуклеотидную последовательность 
данного гена. В рамках молекулярной генетики необходимость в терминах 
«локус» и «аллель» возникает не так уж часто, поскольку молекулярно-био- 
логическое рассмотрение обычно отвлекается от существования у диплоидно- 
го организма второго такого гена, с идентичной или несколько отличающей- 
ся последовательностью, в гомологичной хромосоме. Как следствие, термин 
«аллель» в молекулярной генетике употребляется редко, а в тех случаях, когда 
один и тот же отрезок ДНК исследуется у разных носителей, чаще пользуют- 
ся термином гаплотип, обозначающим вариант первичной структуры того 
или иного отрезка ДНК любой функциональной нагруженности — от некоди- 
рующего участка или части кодирующего участка до включающего несколько 
генов и межгенных промежутков. 

Вы наверняка знаете из молекулярной биологии о существовании муль- 
тигенных семейств, когда в геноме есть несколько генов в молекулярном по- 
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нимании, кодирующих белковый продукт одного и того же типа, например 
один и тот же фермент. Причем они могут несколько различаться по первич- 
ной структуреи ДНК, и белкового продукта, равно как и по каким-то физико- 
химическим свойствам последнего, допустим, по интенсивности молеку- 
лярной функции, а также по особенностям экспрессии, т. е. места, времени 
и интенсивности синтеза. У того же гороха есть восемь генов (в молекуляр- 
ном смысле) гистона Н1. Каждый из них кодирует особый вариант молекулы, 
один из которых присутствует лишь в активно делящихся клетках и исчезает 
из хроматина клеток, закончивших деление. Любая последовательность лю- 
бого из этих генов будет являться вариантом гена гистона Н1. Но в пределах 
одного генома эти восемь генов занимают разные локусы, поэтому аллелями 
будут только разные варианты каждого из них. Вам должны быть знакомы 
понятия гомология — сходство, основанное на общности происхождения, 
и гомологи — объекты, обладающие таким сходством. В молекулярной ге- 
нетике различают два типа гомологии генов. Гомологичные, но неаллельные 
гены в одном гаплоидном геноме, занимающие разные локусы, называются 
паралогами (от греч. «пара» — около, рядом). Индивидуальные же варианты 
одного и того же локуса у разных индивиддумов называются ортологами (от 
греч. «орто» — прямо, напротив; вспомните орто-пара-изомеры в органике). 
По сути, ортологи являются аллелями. Однако термином «ортолог» обычно 
пользуются молекулярные биологи, когда изучают гены разных видов (в тех 
случаях, когда можно однозначно установить, что у них имеется один и тот же 
локус), тогда как термин «аллель» применяют лишь к вариантам гена у одно- 
го и того же вида или же у близких видов, которые, тем не менее, способны 
скрещиваться. Таким образом, аллель — понятие именно генетическое. Об 
аллелях говорят тогда, когда разные аллели в принципе могут участвовать 
в одном и том же скрещивании. 

Зададимся вопросом: а откуда взялись паралоги? Логично предполо- 
жить, что они возникли в результате дупликации генов, т. е. редких случаев 
«размножения» гена в геноме. Естественно, всякое подобное событие, сколь 
угодно редкое, происходит у какой-то одной особи какого-то одного вида. 
В результате мы имеем ситуацию, когда у каких-то особей одного вида в ге- 
номе имеется два локуса, идентичных по первичной структуре (со временем 
в ней могут накопиться различия), а у других — всего один. Допустим, что 
две копии размножившегося гена расположились рядом, так что оба новых 
локуса находятся там же, где и один старый. И вот они начинают накапли- 
вать различия. Где и что здесь аллели? Мы рассмотрели ситуацию, когда по- 
нятие «аллель» дает сбой, и это хорошо, так как тем самым мы проследили 
границу его применимости. 

Неожиданно нетривиальный вопрос — что такое разные и одинаковые 
аллели? На ранних этапах развития генетики аллели распознавались только 
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по фенотипу, и разными аллелями считались только те, которые приводили 
к разным фенотипам. Чаще всего аллелей было два — нормальный и дефект- 
ный (мутантный), так что на ранних этапах развития генетики была попу- 
лярна «теория присутствия-отсутствия» (определенной функции). Однако 
по мере ее развития все больше становилось известно случаев, когда один 
и тот же признак определяется несколькими наследуемыми факторами, что 
в конечном счете привело к появлению известного афоризма Томаса Морга- 
на: «Одному присутствию не может соответствовать несколько отсутствий». 
А в случае количественных признаков, определяемых сразу многими гена- 
ми, особого фенотипического проявления отдельно взятого аллеля вообще 
не существует. В результате аллели стали считать заведомо разными, если 
в данном эксперименте они не унаследованы заведомо от одной и той же 
особи, т. е. не тождественны по происхождению или таковое тождество не 
установлено. К примеру, ловим в природе сто с виду совершенно одинаковых 
особей, чтобы изучить мелкие нюансы фенотипического проявления какого- 
то гена. Скрещиваем их со специальными тестерными линиями, переводим 
полученный от них изучаемый ген на идентичный генный фон, измеряем ин- 
тересующий нас признак и при этом считаем, что в опыте участвует сто раз- 
ных (по происхождению) нормальных (!) аллелей (все они получены от жиз- 
неспособных особей из природы). 

Вы понимаете, что, когда появилась возможность расшифровки первич- 
ной структуры исследуемых генов, вопрос идентичности аллелей перестал 
быть теоретическим и свелся к идентичности их первичной структуры (по- 
следовательности нуклеотидов). Если есть хотя бы одна замена, то аллели 
разные, если нет — одинаковые, поскольку являются совершенно идентич- 
ными молекулами. Учитывая возможность накопления замен нуклеотидов, 
многие из которых не влияют на функцию белкового продукта, на практике 
такой подход мало отличается от того, чтобы априорно считать разными лю- 
бые аллели, полученные от разных особей. Однако скорость возникновения 
замен сильно варьирует от локуса к локусу. Например, в некоторых локусах 
мы наблюдали идентичную последовательность нуклеотидов даже у аллелей, 
полученных от разных подвидов гороха (дикого и культурного). 

Коснемся таких нестрогих, но популярных терминов, как «аллели дикого 
типа», «мутантные аллели» и «нуль-аллели». Вышеупомянутая «теория присут- 
ствия-отсутствия» во многих случаях вполне применима. Возьмем в качестве 
примера все тот же горох. В цветах гороха есть пигмент — антоциан, который 
окрашивает их в розово-красный (пурпурный) цвет. Если какой-то из белков, 
участвующих в биохимической цепочке синтеза антоциана, дефектен или его 
нет, антоциан не синтезируется, и цветы остаются белыми. Допустим, в некой 
хромосоме есть локус, обозначим его а, в котором находится последователь- 
ность ДНК, кодирующая один из таких белков. Обычно же говорят менее стро- 
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го, что в хромосоме есть ген а, который кодирует один из таких белков (такой 
ген с обозначением у гороха действительно есть, и он кодирует регуляторный 
белок, связывающийся с ДНК, а не фермент, участвующий в синтезе антоциа- 
на). Пусть у этого гена есть два аллеля, обозначим их А иа. Аллель А кодирует 
нормальный функциональный белок. Аллель а не кодирует функциональный 
белок, и его можно назвать «мутантным аллелем». Каким образом это воз- 
можно, мы поговорим позже. Для нас сейчас важно, что этот аллель просто 
«не работает», не выполняет свою молекулярную функцию, пусть нам и не- 
известную. Для аллеля, неспособного образовать функциональный белковый 
продукт, часто применяется термин нуль-аллель. Нормальный аллель также 
называется диким типом. На примере с горохом этот термин вдвойне прави- 
лен. Горох — растение и культурное, и дикое (представители того же вида, что 
и культурный горох, продолжают существовать и в диком виде). И у всех ди- 
ких горохов цветки пурпурные, а у культурных есть и пурпурные, и белые, но 
у овощных и зерновых сортов европейской селекции преобладают белые. 

Бывают случаи, когда понятия «дикий тип» или «нуль-аллель» неприме- 
нимы. К примеру, у двуточечной божьей коровки Адайа Мриисша есть две 
морфы — красная в черную крапинку и черная в красную. (Кстати, это один 
из классических объектов генетики популяций, введенный Тимофеевым- 
Ресовским.) Обе представлены в европейской части России, ни одну из них 
нельзя назвать диким типом в противовес другой. Однако не исключено, что 
один из этих аллелей связан с потерей молекулярной функции некоего локуса, 
который, как и другие гены индивидуального развития, наверняка является 
фактором, влияющим на экспрессию других генов. 

Далее весьма популярен в генетике термин мутация. Исторически это по- 
нятие введено Гуго Де Фризом в значении, приближающемся к тому, которое 
сейчас бытует в фильмах ужасов — внезапное изменение наследственных за- 
датков, приводящее к радикальному изменению фенотипа. Де Фриз работал 
с одним из видов ослинника (ОепоШега), у которого, как потом выяснилось, 
в высшей степени оригинальная цитогенетика: вследствие множественных 
хромосомных перестроек весь геном наследуется как один аллель. Однако сло- 
во «мутация» стало широкоупотребимым термином, и не только в Голливуде. 
С.С. Четвериков, один из основателей популяционной генетики, пользовался 
термином «геновариация», который более корректен. Но это определение не 
прижилось (хотя Четвериков и был одним из отечественных генетиков, ока- 
завших существенное влияние на мировую генетику, фактически основав по- 
пуляционную генетику). В настоящее время под мутацией понимается любое 
изменение в первичной структуре ДНК — от замены одного нуклеотида до вы- 
падения огромных частей хромосом. 

Хочу обратить внимание, что слово «мутация» обозначает само событие 
изменения. Однако в нестрогой, но живучей генетической практике это же 
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слово сплошь и рядом применяют к его результату, т. е. к аллелю, в резуль- 
тате мутации возникшему. Говорят: «В опыте участвуют дрозофилы — но- 
сители мутации ийЙйе». Никто не регистрировал само мутационное событие, 
приведшее к возникновению этой классической мутации, — оно, кстати, свя- 
зано со встройкой в ген фермента мобильного генетического элемента сора, 
который перемещается исключительно редко — но все продолжают говорить 
«мутация» вместо «мутантный аллель». Подразумевается, что некогда произо- 
шла мутация, испортившая нормальный аллель, в результате чего возник ал- 
лель мутантный. Нетрудно понять, что «мутантный аллель» — также антоним 
выражения «аллель дикого типа», но более широкий, чем «нуль-аллель», так 
как допускает различные отклонения от аллеля дикого типа, как приводящие 
к полной или частичной потере молекулярной функции (те самые «несколько 
отсутствий»!), так и не приводящие. 

Есть еще одна прискорбная путаница в терминах. Когда мы сравниваем 
множество аллелей в отношении первичной структуры ДНК, то оказывается, 
что в некоторых позициях всегда находится один и тот же определенный ну- 
клеотид, а в каких-то позициях возможны нуклеотидные замены. (Есть подо- 
зрение, что в геномах всех людей человечества можно найти любой нуклеотид 
в любой позиции, что поднимает интересный философский вопрос — что же 
такое есть геном человека.) Такие позиции совершенно корректно были назва- 
ны полиморфными позициями. И действительно, каждая такая позиция прояв- 
ляет альтернативную изменчивость, т. е. полиморфизм, в отношении того, ка- 
ким из четырех нуклеотидов она может быть занята. Затем каждый такой сайт 
для простоты стали называть «полиморфизмом» и стали пользоваться этим 
термином во множественном числе, чего он изначально не допускал. Каким-то 
образом произошла подмена понятий: «полиморфизмом» называли конкрет- 
ный нуклеотид в конкретной полиморфной позиции (то, что следовало бы на- 
звать «морфой»). Стали говорить примерно так: «Просеквенировали такой-то 
ген у стольки-то людей и нашли девять полиморфизмов, два в позиции такой- 
то, четыре в такой-то и три в такой-то. Два из полиморфизмов в такой-то по- 
зиции показали достоверную связь с синдромом таким-то». Конечно же, это 
произошло в англоязычной генетической литературе (доля генетической ли- 
тературы на других языках исчезающе мала), но было бездумно заимствовано 
иу нас. Специальное рассмотрение этой темы показало следующее: в самых 
серьезных лабораториях серьезных институтов, в частности в Америке, такое 
по-прежнему недопустимо. В то же время в научных статьях, в том числе и в 
высокорейтинговых журналах, можно найти множество примеров подобного 
словоупотребления. 

Скорее всего, такая подмена произошла на уровне лабораторного сленга, 
который существует в любой научной работе. Студенты, приходящие в лабо- 
раторию, иногда принимают сленг за терминологию и начинают пользоваться 
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им на полном серьезе. В какой-то момент случается, что и автор статьи, и ре- 
цензенты в научном журнале привыкают к одинаковому сленту, в результате 
он проникает в научную печать и с какой-то вероятностью закрепляется. (Кар- 
тина, кстати, более чем знакомая из популяционной генетики и полностью 
копирующая процесс видообразования — когда в изолированной популяции 
случайно возникают и фиксируются соответствующие друг другу аномалии 
системы распознования подходящих партнеров своего вида у обоих полов, 
становящиеся нормой у нового вида и приводящие к его нескрещиваемости со 
старым.) Такое возможно при очень быстром росте научной дисциплины, ког- 
да удельный вес недостаточно образованной молодежи оказывается слишком 
велик. Кроме этимологического противоречия (одна-единственная морфа на- 
зывается словом, указывающим на то, что морф много), такая подмена имеет 
и то следствие, что исследователи лишили себя термина «полиморфизм» в его 
правильном значении. И когда возникает необходимость выразить соответ- 
ствующее понятие (которое никуда не делось), вместо однозначного термина 
им приходится прибегать к многословным описаниям. Допустим, в ситуациях, 
для которых существует термин «сбалансированный полиморфизм» — когда 
одна из морф имеет преимущество в одних условиях, другая — в других, по- 
этому они сосуществуют и не вытесняют одна другую — таким горе-ученым 
приходится прибегать к длинным описаниям, подобным приведенному. 

На основе описанного вопиюще некорректного употребления тер- 
мина «полиморфизм» была создана аббревиатура — МР (яме пифеонае 
роутотр/15т), обозначающая всего лишь определенный нуклеотид в опреде- 
ленной позиции. Поскольку аббревиатуры вообще легко принимаются к упо- 
треблению без обращения к расшифровке — особенно на уровне сленга, дан- 
ная аббревиатура стала широкоупотребительной, в частности, в такой бурно 
развивающейся области, как геномика, с чем уже невозможно что-либо по- 
делать. Более того, состоя из одних согласных, она труднопроизносима, что 
привело к появлению и широкому принятию совершенно немотивированно- 
го ее прочтения как «снип». 

Необходимо также упомянуть довольно забавный термин маркер. Этот 
термин введен для локусов, которые важны нам не сами по себе, а постольку, 
поскольку они маркируют определенный район хромосомы. Появление подоб- 
ного термина связано стем длительным периодом времени, когда генетических 
локусов было известно не очень много. Он был нужен в ситуациях, когда не- 
обходимо было картировать только что открытый ген либо же, как это ни па- 
радоксально звучит, работать с еще не открытыми генами. Допустим, природа 
генов, контролирующих хозяйственно-ценные количественные признаки рас- 
тений и животных, долгое время была неизвестна совершенно, да и сейчасо них 
известно немногое. Однако не вызывало сомнений, что эти гены существуют 
и расположены в хромосомах. Пользуясь известными локусами — маркерами, 
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можно было выявить районы хромосом, с которыми связаны определенные 
эффекты на количественные признаки, и задействовать их в селекционной 
работе. Первоначально это были в основном «видимые маркеры» — локусы, 
в которых имелись аллели с видимым эффектом. Однако в дальнейшем этот 
подход получил серьезное развитие за счет вовлечения в генетический анализ 
биохимических признаков (как правило, также не связанных функционально 
с хозяйственно-ценными признаками), а затем и за счет появления возмож- 
ности работать непосредственно с изменчивостью самой ДНК хромосом. Это 
привело к возникновению понятия «молекулярный маркер». Старая идея се- 
лекции на основе маркеров (плагКег-а$$15{еп{ зе]есНоп), по сути, воплотилась 
в жизнь именно в наши дни, когда генетические карты хозяйственно-ценных 
организмов покрыли тысячами молекулярных маркеров. 

Таким образом, термин «маркер» является всего лишь синонимом термина 
«локус», но подчеркивает, что этот локус интересует нас не как таковой, а лишь 
как ориентир на хромосоме. Однако к термину привыкли настолько, что он стал 
использоваться и в тех случаях, когда локус является непосредственно изучае- 
мым объектом. Парадоксальным образом в исследованиях по молекулярной 
филогении сами анализируемые последовательности также обычно называют 
маркерами. Можно, конечно, считать, что они всего лишь являются ориенти- 
рами во времени и нуклеотидные замены в них маркируют эволюционные со- 
бытия, которые, конечно же, не сводятся к изменениям только лишь в анали- 
зируемых последовательностях. Однако традиционное употребление термина 
«маркер» в таком контексте остается недостаточно мотивированным. 


1.4. Названия генов 


Локусы (а можно более привычно, но нестрого сказать «гены») принято 
обозначать аббревиатурами, состоящими из латинских букв, а также иногда 
цифр. Однако заэтими обозначениями стоят полные названия генов, латинские 
или, чаще, английские. Как полные названия, так и сокращенные обозначения 
локусов всегда записываются курсивом. Для генов с видимым проявлением 
это обычно слово, описывающее мутантный фенотип: и’ — иййе (белые глаза 
умухи), у — уеЙом/ (желтое тело у мухи), а — аийосуаит топ (подавление 
антоциановой окраски у гороха), ор — оуша р5 Ноа (пестикообразные семя- 
почки у гороха), 6 — БиИйотах — не очень удачное название мутации дрозо- 
филы, у которой на заднегруди (метатораксе) появляется вторая пара крыльев 
(как на мезотораксе), а названо, как если бы удвоилась вся грудная тагма. Есть 
даже мутация дрозофилы с официальным названием }и5й7 1атази (сокращен- 
ный символ — /2), взятым из японского языка. Веселые американцы назвали 
один из генов тоШегз аватз{ десаретар[евтс, по аналогии с организациями типа 
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«матери против войны в Ираке», у самок дрозофил — носителей этой мута- 
ции — не выживают потомки-носители нуль-мутации по гену Чесаретарея с. 
Сокращенное обозначение этого гена звучит так же двусмысленно: тад. Из- 
редка, и не у самых популярных объектов, официальное название локуса и его 
сокращенное обозначение не имеют отношения друг к другу: мутация, превра- 
щающая усики гороха в листочки, имеет обозначение Й (от {еп4"Шез$), а офици- 
альное название — саусша. Если локус известен по молекулярному продукту 
(белку или РНК), то и сам этот локус будет называться по своему продукту: 
тЕГтК — тйоспопапа! тапзройаноп КМА ют [узте; ЕБеГ, — пшозе ырпозрйейе 
сатфоху[азе 1атбе зибиий. 

Немаловажно, что у каждого вида существует совершенно независимая 
официальная номенклатура генных символов, что приводит к некоторым за- 
труднениям в настоящее время, когда число объектов с развитой частной гене- 
тикой увеличилось, а количество объектов, у которых гены исследуются не пу- 
тем генетических экспериментов, а прямым прочтением последовательностей 
ДНК, — растет лавинообразно (например, действует проект «10 000 геномов 
позвоночных»). 

Генетика начиналась со случаев, когда в каждом локусе было известно 
только два аллеля и можно было их различать путем написания с большой или 
маленькой буквы, начало чему положил еще Мендель. Большая буква приме- 
нялась для доминантного аллеля (в дальнейшем мы коснемся явления домини- 
рования более подробно) — как правило, это аллель дикого типа; т. е. аллель 
с нормальной, не нарушенной молекулярной функцией. Локус при этом обо- 
значался с маленькой буквы, т. е. его обозначение совпадало с рецессивным 
(мутантным) нефункциональным аллелем, потому что, обнаружив именно 
такой аллель, ученые впервые узнавали и о существовании локуса. В редких 
случаях, когда мутантный аллель оказывался доминантным, и он, и сам локус 
обозначались с большой буквы. 

Когда очень скоро выяснилось, что аллелей в локусе бывает много, были 
введены обозначения аллелей, которые пишутся в верхнем индексе после обо- 
значения локусов. В качестве такого индекса для аллеля дикого типа часто при- 
меняется символ «+», иногда индекс отсутствует. Допустим, у самого первого 
известного локуса дрозофилы йе (и) аллель дикого типа обозначается и’, 
аллель, ответственный за белые глаза, — у, а ответственный за абрикосовые — 
и“ (полное название — уййе"<'). 

Обратим внимание на то, что для традиционных генетических объектов 
с развитой частной генетикой сейчас до сих пор сосуществуют разные тра- 
диции в написании обозначений локусов и их аллелей. Наиболее употреби- 
тельны три. 

1. Локусы с видимым проявлением пишутся с маленькой либо с большой 
буквы в зависимости от того, по рецессивному или доминантному по отноше- 
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нию кдикому типу аллелю локус описан; и всегда с большой буквы, если локус 
известен по молекулярной функции. При этом для локусов с видимым прояв- 
лением и доминированием сохраняется традиция писать рецессивные аллели 
с маленькой буквы, а доминантные — с большой. Такова генетическая номен- 
клатура, допустим, у гороха, кукурузы и мыши. Например, локус гороха а, от- 
ветственный за антоциановую окраску цветков гороха, имеет аллели А иа, а 
его же локус О, ответственный за антоциановую окраску на листве, пишется с 
большой буквы и имеет аллели О", О® и 4. 

2. Написание, как в предыдущем случае, но большая и маленькая буквы 
в обозначении локуса и всех его аллелей жестко фиксированы. Такая система 
применяется у дрозофилы. Здесь обозначения у и И относятся к совершенно 
разным локусам — иййе и ИтиКеа, из которых первый стал известен по мута- 
ции с рецессивным проявлением, а второй — по мутации с доминантным про- 
явлением. Аллель дикого типа здесь всегда обозначается надстрочным индексом 
«+». (Любопытно, что генетики, занимающиеся дрозофилой и мышью и привык- 
шие к системе, принятой у своих объектов, обычно даже не подозревают о суще- 
ствовании другой системы обозначения локусов и очень сердятся, узнав о ней.) 

3. Все буквы в обозначениях локусов всегда большие. Такая система сей- 
час применяется, например, в генетике арабидопсиса, петунии и человека, но 
принята она достаточно недавно. 

Те же самые обозначения аллелей используются и для обозначения соот- 
ветствующих им фенотипов, но всегда прямым шрифтом. Так, если вы опи- 
сываете результаты опыта, в котором наблюдали столько-то растений гороха 
с пурпурными цветками и столько-то — с белыми, и знаете, что белоцветко- 
вость в опыте связана с локусом а, то вы будете обозначать в таблице встречае- 
мости пурпурноцветковые и белоцветковые растения буквами А иа, даже если 
вы не знаете их генотип. То же самое делается и в случае, если вы определяете 
присутствие электрофоретических вариантов какого-то фермента: там соот- 
ветствие фенотипа генотипу больше, но и оно не всегда однозначно. 

Вгенетике дрожжей (и только там) принято обозначать белковые продукты 
генов, добавляя маленькую букву р (от «ргоет») в конец символа этих генов. 


1.5. Понятия «гомозигота», «гетерозигота», «гемизигота» 


У каждого диплоидного организма каждая хромосома представлена 
в двух экземплярах — гомологах, полученных от отца и матери соответствен- 
но (но число экземпляров половых хромосом варьирует). Каждый из гомоло- 
гов имеет один и тот же набор локусов, и в каждом из гомологов каждый локус 
занят каким-то аллелем. Следовательно, каждый диплоидный организм несет 
два аллеля каждого локуса. При записи его генотипа обозначения имеющихся 
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в интересующем нас локусе (локусах) двух аллелей пишутся подряд, без знаков 
препинания, например при наличии в локусе а у гороха аллелей А и а возмож- 
ны три генотипа: А А, Ааиаа. 

Если в обоих гомологах локус представлен одним и тем же аллелем, то 
говорят, что особь гомозиготна по этому аллелю или по этому локусу. При- 
чем когда говорят, что особь гомозиготна по локусу, упор делается на то, что 
в обоих гомологах нет различий по нему, когда же говорят, что особь гомози- 
готна по аллелю, упор делается на то, по какому именно аллелю. Если в обо- 
их гомологах локус представлен разными аллелями, то особь гетерозиготна 
по данному локусу. Для простоты гомозиготную и гетерозиготную особь на- 
зывают соответственно гомозиготой и гетерозиготой. (Понятно, что гомо- 
зиготой и гетерозиготой нельзя быть вообще, но только по отдельно взятому 
локусу.) Учитывая то, что говорилось выше об идентичности/различиях ал- 
лелей, истинные гомозиготы в природе встречаются не так уж часто. Однако 
в конкретном эксперименте никто не мешает отвлечься от различий, которые 
в этом эксперименте не выявляются или не могут быть выявлены, и считать 
гомозиготами особи, у которых обе копии локуса имеют идентичное феноти- 
пическое проявление. В этом смысле гомозигота — понятие относительное. 
Но в исследованиях, в которые вовлечены родственные особи, встречаются 
заведомые, «абсолютные» гомозиготы — особи, в которых оба аллеля какого- 
то локуса идентичны по происхождению. Пользуются также понятием средняя 
гетерозиготность — доля гетерозиготных локусов среди всех локусов генома; 
эта величина важна для изучения инбридинга. 

Добавим еще термин гемизигота — это особь, у которой заведомо при- 
сутствует не два, а всего один аллель. Вы наверняка знаете, что у мужчин есть 
всего одна половая Х-хромосома, а вторая половая хромосома, У-хромосома, 
ей практически не гомологична, за исключением небольших участков, так 
как лишена большинства районов, насыщенных генетической информаци- 
ей. Поэтому аллели из тех районов Х-хромосомы, которые не представлены 
в У-хромосоме, не имеют в ядре гомологов, т. е. находятся в гемизиготе. Ино- 
гда хромосома теряет какой-то свой фрагмент вместе с находящимися в ней 
генами (или одним геном). В таком случае аллели этих генов в гомологичной 
хромосоме тоже оказываются в гемизиготе. Однако в генетическом экспери- 
менте мы часто не знаем, что произошло в хромосомах, и судим о генах только 
по фенотипу. В таком случае отсутствие гена может не отличаться от его «по- 
ломки» — потери им своей функции. И пока мы не знаем молекулярной подо- 
плеки, но можем заключить, что молекулярная функция потеряна, мы будем 
говорить всего лишь о мутантном аллеле или «нуль-аллеле» и о гетерозиготе, 
скажем, по аллелю дикого типа и нуль-аллелю. 

Различать гомозиготу, гетерозиготу и гемизиготу целесообразно имен- 
но у диплоидных организмов, потому что относительная доза аллеля в геноме 
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в этих случаях может варьировать как 2, 1 и 0. Молекулярная генетика обыч- 
но отвлекается от гомозиготности/гетерозиготности своих объектов. Однако 
здесь часто привлекается понятие дозы гена, т. е. количество аллелей с нена- 
рушенной молекулярной функцией в геноме, обычно она также варьирует 
от 0 до 2, но может быть увеличена путем генной модификации — искусствен- 
ного внесения в геном дополнительных копий. 

В случае гаплоидных организмов принято говорить, что у них вообще 
все аллели всех генов находятся в гемизиготе. Таковы, например, прокариоты, 
низшие грибы и аскомицеты, гаметофиты растений. Заметим одну деталь: га- 
плоиды — это не такие особи, которые имеют строго один гаплоидный геном 
в клетке. В большинстве бактериальных клеток имеется несколько нуклеои- 
дов, которые еще не успели разделиться, но все они идентичны (с точностью 
до мутаций, возникших 4е поуо). У низших грибов гифы часто вообще не под- 
разделены на отдельные клетки. Наконец, у некоторых животных, например 
перепончатокрылых, имеется гаплоидный пол — вы наверняка, знаете, что 
пчелиные трутни гаплоидны. При этом в соматических клетках набор хромо- 
сом удваивается, от чего они не перестают быть гаплоидами. Важно то, что 
гаплоидный организм имеет в клетках единственный вариант гаплоидного ге- 
нома и только один аллель в каждом локусе. Таким образом, гемизиготность 
гаплоидов означает лишь одинаковую относительную дозу каждого аллеля 
каждого локуса в одном ядре — и любой аллель всегда присутствует в относи- 
тельной дозе 1. 

Пластиды чаще наследуются только от матери, иногда только от отца (на- 
пример, у хвойных), а митохондрии в подавляющем большинстве случаев на- 
следуются только от матери. Поэтому клетки эукариот гемизиготны по генам, 
находящимся в геномах этих органелл. Однако у многих растений пластиды 
могут иметь двуродительское наследование (в норме у ослинника), у других 
митохондрии второго родителя изредка также проникают в зиготу (например, 
у гороха). Исключительно редко отцовские митохондрии проникают в зиготу 
иу животных. При этом потомство получает от обоих родителей некую варьи- 
рующую долю этих органелл, вовсе не обязательно равную 1/2. В таких случаях 
принято говорить о гетероплазмии. 


ГААВА 2 


ПОЛОВОЙ ПРОЦЕСС, МЕЙОЗ И ИХ ВАРИАНТЫ, 
ТЕТРААНЫЙ АНАЛИЗ 


2.1. Половой процесс 


В конце предыдущей лекции мы подошли к таким важным для генетики 
понятиям, как «гомозигота», «гетерозигота». Однако они имеют смысл лишь 
для диплоидных организмов. Именно диплоидность делает генетику довольно 
сложной наукой. Поэтому, прежде чем двигаться дальше, полезно вспомнить 
о половом процессе. Что такое половой процесс и зачем он нужен? 

Молекулярная биология и цитология демонстрируют нам удивительные 
механизмы точного самовоспроизведения жизни. В то же время половой 
процесс необходим для того, чтобы воспроизводиться не вполне точно, и для 
этого выработались механизмы, часто еще более изощренные, чем те, кото- 
рые обеспечивают точность. Вы знаете о существовании такого явления, как 
эволюция. Само по себе его существование уже говорит о том, что точность 
самокопирования биологических объектов не абсолютна. Действительно, 
чтобы выжить в неустойчивом мире неравновесных процессов, изменяться 
необходимо. Важнейший источник изменений — это ошибки при копирова- 
нии наследственной информации, известные как мутации. Все многообразие 
жизни в конечном счете возникло из счастливых (и не очень) ошибок. Но 
мы все хорошо знаем, как редко случаются счастливые ошибки и как много 
бывает досадных. И хотя в высшей степени терпеливая эволюция достигла 
таких впечатляющих (с нашей антропоцентрической точки зрения) резуль- 
татов как раз на редких благоприятных случаях, одна житейская мудрость 
остается справедливой всегда: ломать — не строить. Специально заботиться 
о генерации ошибок не следует — они всегда происходят сами собой в из- 
быточном количестве, в силу химической природы физического носителя 
генетической информации. 

Но существует и более привлекательный источник изменения — выбор 
из уже существующего разнообразия, как минимум совместимого с жизнью, 
и перебор разных комбинаций. Поэтому на всех уровнях организации жиз- 
ни была предусмотрена возможность обмена генами между индивидуумами, 
так что перекомбинация функциональных генов порождает разнообразие тех- 
нических решений, которое часто оказывается востребованным жизнью. Эти 
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механизмы различны у прокариот и эукариот. У первых они проще и более 
гибкие, у вторых — сложнее и жестко упорядочены. 


2.2. Половой процесс у бактерий 


Простота устройства прокариот делает обмен генетическим материалом 
между ними довольно легким. Вспомним, что в классическом опыте Гриффитса 
невирулентная культура пневмококков приобретала вирулентность вследствие 
простого смешивания ее с убитой нагреванием вирулентной культурой, где со- 
хранялась неразрушенная ДНК, которая фактически просто прилипала к капсиду 
(клеточной стенке). (Отметим, что нагревание убивало бактерий, но при этом со- 
хранялся капсид и ДНК, и это иллюстрирует тот факт, что ДНК — весьма устой- 
чивая молекула.) Действительно, примерно у 1 % видов бактерий имеются специ- 
альные белковые механизмы для захвата в клетку чужеродной ДНК извне. В то же 
время у бактерий известен и специальный половой процесс, который, впрочем, 
довольно прост. Рассмотрим его на примере кишечной палочки (ЕспетсШа сой). 
Помимо жгутиков, бактериальная клетка может нести тонкие отростки — пили. 
Обычно они нужны, чтобы бактерия прикреплялась к субстрату. Есть особый 
тип отростков — Е-пили. Их наличие кодируется особой плазмидой, называемой 
Е-фактором — независимой небольшой кольцевой ДНК, произвольное число ко- 
пий которой может находиться в цитоплазме. Соответственно бактерию, которая 
несет эту плазмиду и, как следствие, имеет Е-пили, можно назвать «мужской» 
(корректнее Е*-клеткой). Е-пили представляют собой трубочки, способные при- 
соединяться к другой бактерии, как правило своего вида (хотя понятие видау бак- 
терий очень размыто), и открываться в нее. Этот процесс называется конъюгацией. 
Небезынтересно, что две Е*-клетки не конъюгируют. 

Конъюгация служит сигналом к внесению однонитевого разрыва в опре- 
деленный сайт Е-фактора. При этом надрезанный 5’-конец ДНК фактора про- 
никает в Е-пиль и далее в «женскую» клетку-акцептор, где к нему комплемен- 
тарно достраивается вторая цепь. Одновременно вторая цепь достраивается и 
на оставшейся однонитчатой ДНК и в клетке-доноре, благодаря чему Е-фактор 
реплицируется там по механизму катящегося кольца. Таким образом, Е-фактор 
фактически инфицирует собой клетку, его не имеющую (Е`-клетку). При со- 
вместном инкубировании в культуре равного количества Е* и Е -клеток Е. сой 
за один час инфицированными оказывается около 90 % клеток. 

С определенной вероятностью Е-фактор встраивается в бактериальную 
хромосому, а будучи встроенным способен вырезаться из нее — это обрати- 
мый процесс. Клетки, в которых Е-фактор интегрирован в бактериальную хро- 
мосому, обозначаются как НЯ-клетки (от Июй редиепсу тесотбтанои). В ре- 
зультате описанный выше механизм приводит к тому, что вслед за фрагментом 
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ДНК Е-фактора в клетку-акцептор начинает подтягиваться и переходить ДНК 
бактериальной хромосомы. Однако вся бактериальная хромосома переходит 
вклетку-акцептор крайне редко, как правило, конъюгация обрывается раньше. 
В итоге клетка-акцептор получает фрагмент Е-фактора (но не целый Е-фактор) 
и фрагмент бактериальной хромосомы. 

В клетке-акцепторе внедрившийся фрагмент чужеродной ДНК способен 
с некоторой вероятностью замещать соответствующий ему кусок хромосомы 
«женской» клетки по механизму репарации двунитевых разрывов, поэтому 
бактериальная хромосома становится рекомбинантной. 

Нетрудно понять, что этот половой процесс «незаконный». Е-фактор 
ведет себя как паразит, а конъюгация и Е-пили несомненно являются всего 
лишь средствами передачи инфекции. На этой основе, судя по всему, и воз- 
ник полезный для самой бактерии половой процесс. Возможно, способность 
Е-фактора встраиваться в бактериальную хромосому была поддержана есте- 
ственным отбором. 

Скорость передачи ДНК при конъюгации постоянна при неизменной тем- 
пературе. На передачу всей бактериальной хромосомы при температуре 37 °С 
уЕ. сой уходит около 100 минут. На постоянстве этой скорости основан метод 
ее генетического картирования путем ирерванной конъюгации: через опреде- 
ленное время после объединения «скрещиваемых» культур в одной суспензии 
их интенсивно встряхивают, что нарушает конъюгацию, после чего выясняют, 
какие гены от клеток-доноров оказались в составе рекомбинантных хромосом 
у клеток-акцепторов. На таких картах расстояния между генами даже измеря- 
ются в минутах. 
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У эукариот ДНК гораздо больше, количество ее копий в клетке жестко 
регулируется, она плотно упакована и защищена в интерфазе двойной ядерной 
мембраной, а во время деления клетки упакована еще более плотно. Поэтому 
для полового процесса эукариоты изобрели достаточно сложный механизм. 
Он состоит из двух событий, которые у многоклеточных в той или иной мере 
разнесены в пространстве и времени. Первая его часть, которая, собственно, 
и ответственна за объединение генетического материала двух индивидуумов, 
очень проста и состоит в полном слиянии двух клеток и их ядер друг с дру- 
гом. Слияние происходит на стадии С1-клеточного цикла, т. е. до синтеза ДНК. 
Этот момент обычно называется оплодотворением. Клетки, «намеревающие- 
ся» слиться, принято называть гаметами. В результате слияния образуется 
одна клетка, ядро которой содержит два более или менее одинаковых набора 
хромосом, полученных от каждой из гамет. Такая клетка называется зиготой. 
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Зигота имеет два набора хромосом, обычно имеющих некие индивидуальные 
различия. Каждой хромосоме набора, полученной от одной из слившихся кле- 
ток (одного родителя), соответствует ее гомолог — хромосома второго набора, 
полученная от другой слившейся клетки (другого родителя). Клетка, в ядре ко- 
торой имеется два набора гомологичных хромосом, называется диилоидной. 
Зиготы обычно диплоидны, как и все клетки, образовавшиеся за счет деления 
зиготы и ее потомков путем митоза. 

Если слияние клеток и ядер происходит регулярно и каждый раз коли- 
чество хромосом удваивается, то должен существовать механизм, способный 
снова разделять два гомологичных набора хромосом диплоидного ядра. И та- 
кой механизм с необходимостью должен быть более сложным. Этот механизм 
называется мейозом. Он представляет собой процесс, разделяющий каждую 
пару гомологичных хромосом диплоидной клетки и помещающий каждый га- 
плоидный набор хромосом в две разные гаплоидные клетки. Тем самым откры- 
вается возможность для нового слияния гаплоидных клеток с образованием 
диплоидной зиготы. В результате у эукариот любая форма жизни существует 
посредством чередования двух фаз — гаплоидной и диплоидной. Каждая фаза 
может быть представлена множеством поколений клеток, размножающихся 
путем митотического деления, при котором диплоидное или гаплоидное со- 
стояние строго воспроизводится, т. е. без смены фазы. Однако каждая фаза 
может быть представлена и единственной клеткой, не делящейся путем ми- 
тоза. Смена гаплоидной фазы на диплоидную происходит при слиянии двух 
гаплоидных клеток (оплодотворении). Смена диплоидной на гаплоидную про- 
исходит в результате мейоза. 

Существуют организмы, в ядре которых присутствует более двух гомо- 
логичных хромосом, — полиплоиды, если имеется более двух гомологичных 
геномов целиком, или анеуилоиды — если число разных гомологичных хромо- 
сом различается. В этом случае либо мейоз протекает с нарушениями, либо 
(реже) все хромосомы все же разделяются по парам наиболее гомологичных 
из них — такие организмы являются функциональными диплоидами и их мей- 
оз проходит нормально. 

Половой процесс возник в эволюции с единственной целью — как способ 
перетасовывать, перекомбинировать гены, имеющиеся у разных индивидуу- 
мов одного вида (но не разных видов). В ходе мейоза имевшиеся в диплоидном 
ядре и полученные от разных родителей гомологичные хромосомы каждой 
пары случайно распределяются между гаплоидными ядрами. Мейоз гаранти- 
рует, что в каждую дочернюю клетку попадет по одной хромосоме из каждой 
пары гомологичных хромосом, а какая именно — это его не заботит. За счет 
одного лишь случайного распределения гаплоидных хромосом диплоидная 
клетка может образовать 2” различных гамет, где и — число хромосом гапло- 
идного набора. Вы знаете, что у человека 46 хромосом и что он диплоиден. 
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Следовательно, у человека и = 23, поэтому в мейозе у одного человека может 
таким путем возникнуть 8 388 608 разных гамет. А при оплодотворении гаме- 
ты двух родителей могут породить 2?" разных зигот: 70 369 744 177 664. Более 
70 триллионов разных вариантов детей возможны у одной супружеской пары 
в результате лишь случайной сегрегации хромосом в мейозе (т. е. без учета 
обмена гомологичных хромосом своими участками). 

Удачные сочетания генов можно как приобрести, так и потерять. В ста- 
бильных условиях эволюционно выгодно строго копировать сочетания генов. 
В нестабильных выгоднее как можно быстрее изменяться. Приходится рас- 
плачиваться неудачными вариантами, но немногие удачные все окупят по эво- 
люционному счету. В принципе чередование поколений в какой-то степени 
решает эту проблему: более или менее длительные периоды строгого самоко- 
пирования путем митоза в пределах поколения чередуются с возникновением 
непредсказуемых сочетаний в ходе оплодотворения и мейоза. В основном это 
решение касается одноклеточных организмов, у которых каждая фаза включа- 
ет большое количество поколений не просто клеток, но организмов. Однако 
даже тли переоткрыли этот путь — они размножаются партеногенезом, но об- 
разуют самцов и переходят к половому размножению при ухудшении условий 
(например, осенью). 

Есть еще один аспект диплоидной и гаплоидной фаз. Мы с вами гово- 
рили о нуль-аллелях, которые представляют собой «поломки» генов. Однако 
в диплоидном ядре есть по две копии всякого гена (два аллеля), находящиеся 
в гомологичных хромосомах. Если одна копия дефектна, а вторая нет, т. е. 
нуль-аллель находится в гетерозиготе, это часто не сказывается на клетке — 
продукта и одной копии гена оказывается вполне достаточно для выполне- 
ния необходимых функций. Если бы ядро было гаплоидным, т.е. большая 
часть генов существовала в гемизиготе (в единственной копии), то поломка 
одного из достаточно многих генов приводила бы к гибели клетки. (Аллели, 
приводящие своего носителя к гибели, называют летальными, или просто 
леталями.) Диплоидное ядро обладает определенной избыточностью и по- 
мехоустойчивостью. 

Казалось бы, присутствие для страховки двух копий любого гена — это 
хорошо, но это опять-таки палка о двух концах. Под прикрытием работающего 
аллеля гена в диплоидных ядрах дефектный аллель выживает и воспроизво- 
дится. И таких дефектных копий в гетерозиготе может накопиться среди раз- 
ных генов весьма много. При перетасовке аллелей в ходе полового процесса два 
дефектных (летальных) аллеля могут встретиться в гомозиготе, и такая клет- 
ка погибнет, даже будучи диплоидной. Получается, что помехоустойчивость 
диплоидных клеток оборачивается накоплением скрытых вредных мутаций. 
Чередование диплоидной и гаплоидной фаз помогает и здесь. Диплоидная 
фаза часто выживает, даже если один из аллелей дефектен. В гаплоидной фазе 
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должно бы происходить очищение от скрытых леталей, так как каждый ал- 
лель в гемизиготе остается наедине с самим собой. Однако у многоклеточных 
организмов в гаплоидной фазе работают далеко не все гены, поэтому летали 
действительно накапливаются до определенного уровня в генах, призванных 
работать только в диплоидной фазе. Что же предпочесть? 

Мы можем судить по результату. Большинство одноклеточных организ- 
мов большую часть своей жизни проводят в гаплоидной фазе. Им проще всего 
сразу же избавляться от леталей, ведь при этом погибает всего одна клетка. 
Все многоклеточные животные, высшие грибы и наиболее высокоорганизован- 
ные растения большую часть жизни проводят в диплоидной фазе, а гаплоид- 
ная возникает на короткое время только в момент размножения. И это можно 
понять. Многоклеточный организм строится из астрономического количества 
клеток, образующихся путем размножения одной-единственной. Если в каком- 
то клеточном клоне произойдет мутация, то это может лишить организм важ- 
ной конструктивной части, и из-за мутации в одной клетке погибнут многие. 
Поэтому им важнее надежность и помехоустойчивость. Летали же частично 
отфильтровываются в кратковременной гаплоидной фазе. Летальные мута- 
ции по тем генам, которые работают только в диплоидной фазе (а таких очень 
много), в гаплоидной фазе не отфильтровываются и до определенного предела 
могут накапливаться. Встретившись вместе в двух гомологичных хромосомах, 
они приводят к появлению нежизнеспособных потомков. Такие летали пред- 
ставляют собой так называемый генетический груз. 


2.4. Мейоз 


Мы свами вспомнили суть полового процесса — чередование диплоидной 
и гаплоидной фазы в ряду клеточных поколений — и его основной смысл — 
создание новых сочетаний генов и помехоустойчивой диплоидной фазы. Те- 
перь нам нужно вспомнить механизм мейоза. 

Видный отечественный цитогенетик Александра Алексеевна Прокофье- 
ва-Бельговская любила задавать вопрос, чем отличается мейоз от митоза, 
и утверждала, что никто никогда ей не ответил правильно. По-видимому, под 
«правильным» она понимала что-то сугубо свое. Нам нужно уяснить, что, не- 
смотря на фонетическое сходство названий, это не совсем сопоставимые по- 
нятия. Митоз — это определенный механизм деления эукариотической клетки, 
при котором достигается точное расхождение двух хроматид (точных копий, 
образовавшихся в процессе удвоения ДНК) каждой хромосомы в два ядра до- 
черних клеток. Мейоз — более сложный процесс, включающий два клеточных 
деления, суть которого — точное расхождение в разные клетки гомологичных 
хромосом. 
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Главное событие мейоза состоит в спаривании гомологов. Мы помним, что 
в профазе митоза хромосомы конденсируются и оказываются двумя идентич- 
ными хроматидами, образовавшимися в ходе репликации ДНК и соединенны- 
ми между собой в области центромеры. Важнейшим событием профазы мейоза 
является то, что гомологичные хромосомы (а в мейоз вступают только дипло- 
идные клетки) находят друг друга и соединяются друг с другом. Мейоз логич- 
но было бы организовать как одно клеточное деление, аналогичное митозу, но 
начинающееся до $-фазы, тогда вместо двух хроматид одной хромосомы в нем 
расходились бы два гомолога, представленные единственной хроматидой. Но 
мейоз сформировался на основе механизмов митоза, которые работают с двумя 
хроматидами. Поэтому мейоз начинается после 5-фазы. В нем действительно 
сначала происходит клеточное деление с расхождением гомологов. При этом 
сестринские хроматиды, образовавшиеся в 5-фазе, остаются соединенными 
друг с другом и, в отличие от митоза, расходятся вместе, к одному и тому же 
полюсу. Чтобы разделить сестринские хроматиды, за первым делением мейоза 
следует второе, аналогичное митозу, оно разделяет хроматиды к разным полю- 
сам. Его отличие от митоза состоит только в том, что у него практически нет 
интерфазы — деконденсация хромосом почти не имеет места. 

Профаза мейоза сложна и подразделяется на многие стадии, рассма- 
триваемые в курсе цитологии. Для нас здесь важно, что сначала, на стадии 
зиготены, прикрепленные к ядерной мембране концы хромосом начинают 
блуждать по этой мембране до тех пор, пока каждый из них не встретится 
с соответствующим концом гомологичной ей хромосомы и не соединится 
с ним. Как правило, для этого все теломерные районы хромосом собирают- 
ся в одной небольшой области ядерной мембраны, в результате чего форми- 
руется «букет» хромосом. У некоторых организмов, например у двукрылых, 
встреча гомологов облегчается тем, что и в интерфазе гомологичные хро- 
мосомы располагаются неподалеку друг от друга. С момента объединения 
концов гомологичных хромосом начинается спаривание гомологов: гомоло- 
гичные хромосомы прилипают друг к другу вдоль всей своей длины, причем 
гомологичные участки хромосом, т. е. участки, имеющие сходную (идентич- 
ную с точностью до индивидуальных различий) первичную структуру ДНК, 
расположены друг против друга — происходит гомологичное выравнивание 
гомологов. При этом между ними формируется так называемый синаитонем- 
ный комплекс. Однако за то, что при спаривании происходит гомологичное 
выравнивание хромосом, ответствен не синаптонемный комплекс, а пред- 
шествующий его образованию процесс рекогниции, включающий двуните- 
вые разрывы ДНК, образование однонитевых цепей, которые «нащупывают» 
комплементарную им последовательность в ДНК гомолога (это мы детально 
рассмотрим далее). Если нахромосомах на фоне общей гомологии встречают- 
ся не очень протяженные негомологичные отрезки (например, инверсии или 
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инсерции), то синаптонемный 


комплекс, тем не менее, обра- 
зуется и эти негомологичные 
участки на цитологическом 
уровне спариваются. Одна- 
ко у двукрылых образование 
ай синаптонемного — комплекса 
предшествует выравниванию 
за счет разрывов и рекогни- 
ции. Это связано с тем, что 
у них гомологичные хромосо- 
мы постоянно находятся ря- 
дом друг с другом фактически 
в гомологически выровнен- 


ном состоянии, в том числе 
и винтерфазе. 


Рис. 2.1. Схема кроссинговера. Показаны В профазе мейоза проис- 
два кроссоверных события, затронувших ходит важнейшее событие — 
одну и ту же пару несестринских хроматид мейотическая рекомбинация, 


или кроссинговер, в ходе кото- 
рого хроматиды разных гомологов обмениваются участками (рис. 2.1). 

После стадии полного спаривания — пахитены — наступают стадии ди- 
плотены и диакинеза, во время которых сестринские хроматиды каждого го- 
молога остаются тесно склеенными друг с другом, но вместе отходят от своего 
гомолога за счет деградации синаптонемного комплекса (частичной в дипло- 
тене, окончательной в диакинезе) (рис. 2.2‘). Однако в местах, где кроссин- 
говер произошел, биваленты оказываются связанными сразу двумя перекре- 
щенными цепочками ДНК, идущими от одного бивалента к другому, — такие 
структуры называются хиазмами. 

Отметим три обстоятельства. 

1. Любая из двух хроматид одного из гомологов может обмениваться с лю- 
бой из двух хроматид другого гомолога — этот процесс случаен. Но сестрин- 
ские хроматиды в пределах гомолога, как правило, не обмениваются (такие 
сестринские обмены происходят, если в данном месте гомолог по какой-то 
причине отсутствует). 

2. Кроссинговер происходит строго в одних и тех же точках двух гомоло- 
гичных хромосом — в гомологичных районах, последовательность ДНК кото- 
рых либо идентична, либо различается незначительно. Исключения бывают, 
но они редки и требуют особых обстоятельств. 


"Рисунок любезно предоставлен Л.В. Высоцкой. 
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3. У большинства 
организмов кроссинго- 
вер может произойти 
в любом месте хромо- 
сомы, буквально между 


д \ 
любыми двумя нуклео- 7 = 

| “г” 
тидами. (Сказанное, ко- ^ | 
нечно же, не означает, 9 
что вся молекула ДНК = > 

у Морфология бивалентов -Р& ; 

гомологов находится с двумя и тремя хиазмами Ух, $ 
в выравненном и спа- \^ % 
ренном состоянии — 
6 НК мрт 
обе молекулы Д >’ 


многократно сложены 
и упакованы белками и Рис. 2.2. Хромосомы саранчовых на стадии диакинеза 
непосредственно кон- 

тактируют лишь на участках, где имела место рекогниция, но они располагают- 
ся на молекуле ДНК случайным образом.) Здесь исключения случаются гораздо 
чаще — у многих видов бывают районы, закрытые от кроссинговера, а бывают 
горячие точки кроссинговера, где это явление происходит чрезвычайно часто. 
Но для такой дифференцировки интенсивности кроссинговера по хромосоме 
требуются дополнительные механизмы, а первоначальная идея кроссинговера 
заключается в том, что он может пройти повсюду. 

В диакинезе синаптонемальный комплекс полностью исчезает, и гомоло- 
ги оказываются соединенными одними хиазмами, так они и входят в метафазу 
первого деления. 

Кинетохоры двух сестринских хроматид каждого гомолога присоединены 
к микротрубочкам, отходящим от одного полюса (в митозе — от противопо- 
ложных полюсов). Как вы помните, в метафазе митоза хромосомы собирались 
в экваториальной плоскости клетки за счет натяжения микротрубочек, кото- 
рое их же и стабилизировало. Это натяжение обеспечивалось связью центро- 
мер двух сестринских хроматид друг с другом. В метафазе первого деления 
мейоза обе сестринские хроматиды выступают как одно целое по всей длине, 
а натяжение микротрубочек обеспечивается связью гомологов посредством 
хиазм. В этом состоит достаточно неожиданная механическая функция реком- 
бинации гомологов. Сложно сказать, какая функция кроссинговера важнее — 
механическая (стабилизация метафазы и тем самым обеспечение правильного 
расхождения гомологов в первом делении мейоза) или генетическая (перета- 
совка генов) — и какая возникла раньше. По-видимому, механическая первич- 
на и более важна: как выяснилось эмпирически, для правильного расхождения 
гомологов в первом делении мейоза в биваленте должна присутствовать как 
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минимум одна хиазма на плечо, без чего биваленты не могут правильно вы- 
строиться в метафазе. Однако у большинства организмов обе функции удачно 
дополняют друг друга. 

Выше мы уже убедились, насколько мощным фактором генерации генети- 
ческого разнообразия является простое независимое друг от друга случайное 
расхождение пар гомологичных хромосом к разным полюсам в анафазе перво- 
го деления мейоза. Тем не менее, в этом случае все аллели локусов, лежащие 
на одной хромосоме, наследуются цельными блоками, и рекомбинации между 
ними не происходит. В то же время кроссоверная рекомбинация способна 
отделить друг от друга любые локусы и части одного и того же локуса. Для 
увеличения рекомбинации можно было бы пойти на увеличение гаплоидного 
числа хромосом, с тем чтобы множество негомологичных хромосом несло по- 
немногу генов каждая (действительно, у ужовниковых папоротников гаплоид- 
ное число хромосом бывает более полутора сотен). Но даже если бы эволюция 
для увеличения рекомбинации пошла бы по пути увеличения числа хромосом 
гаплоидного набора, ей все равно, из чисто механических причин пришлось 
бы пропорционально увеличивать количество хиазм и, следовательно, актов 
кроссинговера. Одновременно сами эти акты приводят к рекомбинации. Поэ- 
тому число хромосом гаплоидного набора у эукариот редко превышает первые 
десятки и даже первый десяток. 

В анафазе первого деления мейоза расходятся не хроматиды, а гомоло- 
ги; обе хроматиды каждого гомолога уходят вместе как одно целое. Как вы 
помните, в фазе клеточного цикла С2 сестринские хроматиды соединены 
вместе так называемыми когезиновыми кольцами, а в конце профазы мейоза 
они освобождаются от связи друг с другом по всей длине, за исключением 
центромер, что связано с поступлением определенного цитокина, который 
включает фосфорилирование белков-когезинов. В результате когезиновые 
кольца раскрываются. Этого не происходит только в центромерах, где коге- 
зины постоянно дефосфорилируются. Анафаза митоза начинается с внезап- 
ного разделения центромер, поскольку когезиновые кольца разрезаются спе- 
циальной протеазой. Оба этих события — разделение хроматид и разделение 
центромер — имеют место и в мейозе. Однако здесь разделение сестринских 
хроматид по всей длине, опять-таки за исключением центромер, происхо- 
дит не в профазе, а в анафазе первого деления — именно оно делает анафазу 
возможной и тем самым запускает ее. Чем же может помочь расхождению 
гомологов в анафазе рассоединение сестринских хроматид? Дело в том, что 
высвобождение хроматид помогает разрешению хиазм. Когда хроматиды 
свободны, хиазмы можно вытянуть, как перепутавшиеся нитки. Слипание 
же хроматид, вовлеченных и не вовлеченных в кроссинговер, не позволяет 
этого сделать. Как только сестринские хроматиды освободились друг от дру- 
га, микротрубочки растаскивают гомологи к разным полюсам. При этом 
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места перекреста нитей ДНК соскальзывают к концам хромосомы, пока не 
освободят их совсем. 

(Следует сделать одну оговорку. Долгое время, когда механизмы кроссин- 
говера оставались объектами умозрительных построений, полагали, что хиаз- 
мы образуются посредством однонитевых разрывов, поэтому обмениваются 
участками и сшиваются крест-накрест не две хроматиды как двойные спирали 
ДНК, а лишь по одной из двух цепочек ДНК каждой из хроматид. Предполага- 
лось, что при «растаскивании» гомологов место перекреста мигрирует к концу 
хромосомы с образованием гетеродуплекса, т. е. двойной спирали ДНК, со- 
ставленной из цепей, происходящих из разных хроматид; этот гипотетический 
процесс был назван «терминализация хиазм». Такая модель не подтвердилась. 
В анафазе первого деления мейоза точка, в которой вступившие в обмен хро- 
матиды визуально перекрещиваются, действительно визуально соскальзывает 
с первоначального местонахождения хиазмы к концам бивалента, но физиче- 
ского движения особой структуры при этом не происходит. Поэтому о «тер- 
минализации хиазм» лучше не упоминать.) 

Первое деление мейоза завершается тем, что образуются две клетки — 
клетки диады, в которых каждое ядро несет только по одному гомологу 
(по одной хромосоме гаплоидного набора), состоящему, однако, из двух хро- 
матид. Ядерная мембрана тоже восстанавливается. Но почти сразу же следует 
второе деление мейоза. Интерфазы перед ним практически нет, хотя хромосо- 
мы немного деконденсируются. Второе деление мейоза проходит как типич- 
ный митоз, начиная с метафазы, при этом, как и в нормальном митозе, к раз- 
ным полюсам расходятся хроматиды. 

Таким образом, мейоз включает в себя два деления, из которых второе — 
практически тот же митоз, а первое — специфическое и лишь отдаленно напо- 
минает митоз. Однако если ориентироваться по таким ключевым моментам, 
как разделение сестринских хроматид и разделение их центромер, которые 
в митозе знаменуют начало и конец метафазы, то получается, что мейоз соот- 
ветствует одному митозу, у которого очень усложнена профаза, а внутрь мета- 
фазы встроено дополнительное деление, разделяющее гомологи. 

В результате мейоза из клетки, вступающей в мейоз, — мейоцита — полу- 
чаются четыре гаплоидные клетки. Каждая хромосома в них представлена одной 
нитью (хроматидой). Эти четыре клетки называют метрадой. Иногда у первого 
деления мейоза цитокинез отсутствует, и мейоцит сразу разделяется на тетраду. 
Чаще о тетрадах говорят, когда продукты мейоза остаются соединенными в чет- 
верки. В дальнейшем у одних организмов эти клетки вступают в обычный кле- 
точный цикл и размножаются митозом, у других созревают в половые клетки 
и участвуют в оплодотворении, сливаясь в диплоидную зиготу. 
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2.5. Жизненные циклы 


Механизмы мейоза универсальны, с небольшими отличиями, для всех эу- 
кариот, что еще раз доказывает общность их происхождения (полового про- 
цесса не удалось пока наблюдать у некоторых одноклеточных и низших гри- 
бов). А вот жизненные циклы демонстрируют изрядное разнообразие. 

В курсе цитологии часто демонстрируют показательный пример с дрож- 
жами — очень просто устроенными, почти одноклеточными грибами. Есть 
два вида дрожжей из разных родов, которые не очень-то родственны друг 
другу — пекарские $ассйатотусез сегеляае и пивные 5с12озассйатотусез ротбе 
(рис. 2.3"). Первые размножаются почкованием, вторые — делением. Жизнен- 
ная стратегия у них сходная — сбраживание сахаров. Однако общего между 
ними не так уж и много: хотя оба рода принадлежат к аскомицетам, их эво- 
люционные линии разделились от 300 до 600 млн лет назад (т. е. примерно 
в начале фанерозоя, в то время, с которого начинается палеонтологическая 
летопись). $. сегеяае, как правило, всю жизнь проводят в диплоидной фазе, 
причем в основном на стадии клеточного цикла С1. Потом проходит мейоз, 
в ходе которого образуются гаметы, которые, не делясь, сливаются с восста- 
новлением диплоидной фазы. При этом у дрожжей существует два половых 
класса, названные а и а, и сливаться способны только гаплоидные клетки 
разных половых классов. Однако и гаплоидная фаза может размножаться ми- 
тозом, поэтому почти все лабораторные штаммы пекарских дрожжей живут 
в гаплоидной фазе, что для генетиков удобнее. $. ротве в норме всю жизнь 
в гаплоидной фазе, причем в основном на стадии жизненного цикла С2 (так 
что клетка в случае обоих дрожжей содержит две копии генома — гомологич- 
ные у первого рода и идентичные у второго). На определенной фазе две клетки 
сливаются в зиготу, которая, не делясь митозом, претерпевает мейоз. 

Данный пример иллюстрирует относительность преимуществ и недо- 
статков диплоидной и гаплоидной фаз для почти одноклеточных форм. Зако- 
номерности есть, но прослеживаются только статистически. 

Существует еще один хрестоматийный пример — жизненный цикл хла- 
мидомонады. В первом приближении он точно такой же, каку $. ротёве. Однако 
и тут не все так просто. Во-первых, сливаются не две любые хламидомонады. 
Перед слиянием клетки готовятся к этому событию, претерпевая определен- 
ные видоизменения, хотя в данном случае мало влияющие на внешний вид 
клетки. Таким образом, сливаются не вегетативные клетки, а уже гаметы. 
Во-вторых, сливаются не любые две гаметы, а гаметы разного пола. В рассма- 


“Рисунок любезно предоставлен Л.В. Высоцкой. 
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триваемом нами случае этот пол никак не проявляется внешне — можно счи- 
тать, что есть хламидомонады со знаком «+», а есть со знаком «-», и сказать, 
какой из них «мужской», а какой «женский», невозможно, и сливается только 
«+» и «>. В результате мейоза образуется по две клетки со знаком «+» и «-». 
Такая ситуация называется изогамией. 

Казалось бы, это наиболее подходящий жизненный цикл для простейших. 
Но даже среди простейших, и даже у хламидомонад он встречается в виде ис- 
ключения. У других хламидомонад гаметы разных половых классов бывают 
разного размера (анизогамия), причем более крупный может терять жгутики 
и подвижность вместе с ними (оогамия). Не исключено, что и одноклеточ- 
ность, и изогамия являются у хламидомонад результатом вторичного упро- 
щения каких-то многоклеточных зеленых водорослей. 

Как вы знаете, в сборной группе простейших объединены все однокле- 
точные эукариотические организмы, которые демонстрируют огромное раз- 
нообразие и сложность клеточной организации, во много раз превосходящее 
таковое многоклеточных, поэтому их с равным основанием можно было бы 
назвать сложнейшими. То же справедливо и в отношении полового процесса. 

Некоторые жгутиконосцы диплоидны, причем при оплодотворении сли- 
ваются две диплоидные клетки с образованием одной клетки с двумя диплоид- 
ными ядрами. Лишь после этого оба ядра претерпевают мейоз, причем каждое 
ядро дает четыре гаплоидных ядра, из которых три деградируют, а четвертое 
сливается с гаплоидным ядром, происходящим от второй диплоидной клетки, 
что восстанавливает диплоидное состояние. Заметим, что при этом вариан- 
те полового процесса получается не размножение, а, наоборот, из двух клеток 
получается одна той же самой плоидности. Есть двуядерные амебы, имеющие 
по два гаплоидных ядра. Две такие амебы сливаются вместе и окружают- 
ся плотной оболочкой, образуя цисту. Лишь после этого два ядра от каждой 
родительской амебы сливаются попарно, и образуется два диплоидных ядра. 
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Каждое из них претерпевает мейоз с образованием четырех гаплоидных ядер, 
из которых три опять-таки деградируют. Остается по одному гаплоидному 
ядру от разных родителей. Циста раскрывается и из нее выходит новая двуя- 
дерная амеба с ядрами, полученными от двух родителей. И снова мы имеем 
одну клетку из двух. Образование зиготой цисты — явление довольно обыч- 
ное. Оно связано с тем, что подготовка к мейозу и его профаза требуют перио- 
да покоя. Поэтому зачастую мейоз проходит на стадии цисты, служащей для 
расселения во вневодной фазе или пережидания неблагоприятных условий. 

Наиболее сложный вариант полового процесса среди простейших встре- 
чается у инфузорий. У них он не связан не только с размножением, но даже 
и со слиянием клеток. У инфузорий есть два ядра — микронуклеус и макрону- 
клеус. Микронуклеус диплоиден, макронуклеус содержит генетический мате- 
риал, многократно реплицированный, причем далеко не весь, и расщепленный 
на короткие фрагменты — именно они в клетке «работают», т. е. транскриби- 
руются. При делении клетки микронуклеус делится митозом, а макронукле- 
ус — амитозом, т.е. просто перешнуровывается пополам. Половой процесс 
у инфузории-туфельки организован следующим образом: две туфельки скла- 
дываются брюшной стороной вместе и длительное время находятся в таком 
состоянии — конъюгируют друг с другом. При этом макронуклеус деградиру- 
ет. Микронуклеус сначала делится митозом на два, потом каждые два новых 
претерпевают мейоз — получается восемь гаплоидных ядер. Из них семь де- 
градируют, а восьмое делится митозом на два. Одно из них остается в клетке, 
а второе мигрирует в противоположную клетку. Потом два гаплоидных ядра 
(одно свое, одно чужое) сливаются и образуют синкарион — по сути, зиготу. 
Синкарион делится митозом, одно ядро становится микронуклеусом, а второе 
макронуклеусом — хромосомы фрагментируются, большая часть ДНК удаля- 
ется, остальная многократно реплицируется, причем к каждому фрагменту 
достраиваются теломерные участки. (Изучение молекулярной структуры те- 
ломер началось именно с макронуклеуса инфузорий.) 

Мы видим, что здесь независимо от многоклеточных животных произошло 
разделение на зародышевый и соматический пути — микронуклеус только хра- 
нит, обменивает и копирует генетическую информацию; вторичный по отноше- 
нию к нему макронуклеус «работает», но не участвует в дальнейшей передаче 
генетической информацией и периодически бесследно исчезает. Далее почти 
вся жизнь этого простейшего проходит в анеуплоидной фазе (часть генома мно- 
гократно продублирована). Гаплоидная фаза сведена к двум поколениям ядер, 
большинство из которых исчезает сразу после формирования. Наконец, из двух 
выживших после мейоза ядер одно активно перемещается, другое покоится. 
Первое можно было бы назвать мужским, второе — женским. 

Крайняя специализация полового поколения — гамет — свойственна 
всем паразитическим и многим свободноживущим простейшим. Форамини- 


2.6. Жизненный цикл нейроспоры и ее роль в генетике 53 


феры — морские простейшие с длинными тонкими псевдоподиями, одетые из- 
вестковой раковиной, из отложений которых формируется мел. Размножаются 
они с помощью гамет, снабженных жгутиками, диаметром 1,5-2 мкм. Каждая 
гаплоидная фораминифера — гамонт — дает около 70 млн крошечных гамет. 
Сливаясь, две гаметы образуют зиготу, из которой формируется многоядер- 
ный шизонт. Его многочисленные ядра претерпевают мейоз, формируя столь 
же многочисленные и мелкие клетки — будущих гамонтов. 

Половой процесс многоклеточных отличается многообразием у растений, 
оригинальностью у грибов и однотипностью у животных. Рассмотрим группы, 
к которым относятся популярные генетические объекты. 

Грибы можно назвать многоклеточными лишь формально — большая 
часть жизни у них проходит в виде мицелия — нитей в одну клетку толщиной. 
В связи с этим все клетки имеют возможность свободного химического взаи- 
модействия со средой, и большинство проблем, характерных для многокле- 
точных, у грибов просто не возникает. Разные группы грибов демонстрируют 
весьма экстравагантные жизненные циклы. К аскомицетам (сумчатым грибам; 
от лат. а5са — «сумка») относятся сморчки, многие плесени и дрожжи — по- 
следние претерпели упрощение практически до одноклеточного состояния. 
К аскомицетам, в частности, относится важный генетический объект нейро- 
спора. Мицелий аскомицетов гаплоиден и подразделен на клетки, которые мо- 
гут быть многоядерными, а перегородки между клетками несплошные. Возни- 
кает он после прорастания споры или вегетативной споры — конидия. 
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Рассмотрим жизненный цикл нейроспоры (Меитозрота стазза). Это оран- 
жевая плесень, встречающаяся в пекарнях, на пожарищах и в кратерах вулка- 
нов. Гаплоидный мицелий нейроспоры способен расти со скоростью до 10 см 
в день на питательной среде на основе агара, содержащей соли, витамин био- 
тин и углеводы в качестве источника углерода. Через несколько дней после 
того, как мицелий прорастает из споры, образуются воздушные гифы, на ко- 
торых формируются круглые вегетативные споры оранжевого цвета — макро- 
конидии (со временем оранжевую окраску приобретает и сам мицелий). Они 
гаплоидны, но, как правило, многоядерны, формируются путем митоза. По- 
ловой процесс устроен так: в определенный момент мицелий образует клубок, 
так называемый протоперитеций, из которого начинают расти так называ- 
емые аскогоны. Когда на аскогон попадает микро- (одноядерная) или макро- 
(многоядерная) конидия или вегетативный гиф другой особи, то ядра отту- 
да проникают в аскогон. Любопытно, что у нейроспоры существует два пола, 
вернее, половых класса (таНия с1а55ез), обозначающиеся как та! А и та а. 
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(Написание большой и маленькой буквы в данном случае не имеет отношения 
к доминантности-рецессивности.) Внешне мицелий индивидуумов, принад- 
лежащих к разным половым классам, совершенно одинаков, но оплодотворе- 
ние происходит только в том случае, если протоперитеций и контактирующий 
с ним конидий или гиф относятся к разным классам. 

Дальше происходит самое интересное. Ядра от разных родителей нахо- 
дят друг друга, но не сливаются, а располагаются парами друг возле друга. 
После этого из аскогона начинает расти аскогенный гиф, состоящий из ди- 
карионов — отдельных клеток, несущих по два ядра, полученных от разных 
родителей и принадлежащих к разным половым классам. Аскогенные гифы 
оказываются заключенными в перитеций — полый орган, в который про- 
топеритеций превращается через сутки своего существования. В опреде- 
ленный момент в клетке на конце аскогенного гифа ядра делятся, а сама 
клетка загибается крючком и делится на три — по одному ядру на концах 
и два «разнополых» ядра в средней клетке — аске. Только там, наконец, раз- 
нополые ядра сливаются, после чего диплоидное ядро сразу же претерпева- 
ет мейоз и дает четыре гаплоидные клетки, снова делящиеся митозом, по- 
этому получается восемь гаплоидных аскоспор. Зрелые аски (их около 200) 
разрывают перитеций, и споры выстреливаются из них. (У других аскоми- 
цетов, таких как хорошо известная нам сморчковая шапочка, все это часто 
происходит внутри плодовых тел, собирающихся из разнополых мицелиев, 
т. е. из двух разных организмов каждое.) Из аскоспор развиваются новые 
гаплоидные мицелии. 

Вступление мицелиев в половое или вегетативное размножение можно 
регулировать. Так, освещение синим светом стимулирует половой процесс 
на среде, бедной азотом, и вегетативное размножение на среде, богатой азо- 
том. Обычно же материнский организм выращивают на специальной среде, 
способствующей образованию протоперитециев, и «опыляют» конидиями или 
фрагментами гифов противоположного полового класса. Аскогенные гифы 
и молодые аски появляются на 3-й день после стимуляции, мейотические деле- 
ния происходят на 4-5-й день, на 5-—8-й день созревают споры. 

Весь жизненный цикл нейроспоры изображен на рис. 2.4". 

Давайте в первом приближении рассмотрим, как выглядит и какие воз- 
можности нам дает генетика нейроспоры. 

Во-первых, нейроспора представляет уникальные возможности визуа- 
лизации поведения генов в мейозе. Мейоз следует немедленно после слияния 
родительских ядер в аске, и веретена обоих делений ориентированы в одну 
линию вдоль аски. Веретена митотического деления каждой клетки тетрады 
ориентированы поперек аски, но ядра выстраиваются в одну линию до цито- 


“угиги.рап1а.ги. 


2.6. Жизненный цикл нейроспоры и ее роль в генетике 55 


1 чейИЕЕ — 


<? макроевня` 
де” ПИ — 


мицелий 


к аскоспора 2 
1 \ БЕСПОЛЫЙ 
А ЦИКЛ 
е< 
зрелый аск микроконидия „> 
8 
перитеций 
х 7 ПОЛОВОЙ 
мейоз ЦИКЛ 
Вс А да. микроконидия 
4 макроконидия 
слия\не ядер 6 5 или мицелий 
`&> 
(те 
— протоперитеций 
аскогенная гифа 


Рис. 2.4. Жизненный цикл нейроспоры 


кинеза. На рис. 2.5` представлена розетка аскоспор нейроспоры. Споры при- 
обретают окраску по мере созревания; бледные споры в данном случае суть 
недозрелые. 

Каждая аска содержит аскоспоры, образовавшиеся в одном мейозе, т. е. 
продукты одной тетрады. Клетки, образовавшиеся в каждом делении мейоза, 
а также в следующем за ними митотическом делении, занимают в аске опреде- 
ленное место. Таким образом, мы имеем позиционную информацию о некото- 
рых событиях мейоза: нейроспора имеет упорядоченные тетрады. Это откры- 
вает возможность так называемого тетрадного анализа. 

Посмотрим, как выглядит содержимое перитеция после скрещивания 
двух штаммов, несущих разные аллели гена зроте КЩег 2: $К-2К и $К-2°. Буквы 
Ки 5$ в верхнем регистре означают КШег и зепз@е. Нейроспора гаплоидна, 
но клетки аскогенного гифа имеют два ядра, материнское и отцовское, а аска 
до мейоза — диплоидна. В случае если один из скрещиваемых штаммов нес 
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Рис. 2.5. Зрелый перитеций нейроспоры. 
Зрелые аскоспоры окрашены 


Рис. 2.6. Зрелый перитеций нейроспоры, 
полученный от скрещивания штаммов, несущих 
аллели 5К-2К и 5К-2°. Жизнеспособные аскоспоры 
крупные, зрелые окрашены 


аллель 5К-2К ‚ а другой $К-25, 
в аске, которая получает 
и отцовское, и материнское 
ядро, два этих аллеля при- 
сутствуют — одновременно, 
т. е. аска до мейоза гетерози- 
готнав отношении этихалле- 
лей. (Аскогенный гиф и аска 
до мейоза — единственные 
клетки в жизненном цикле 
нейроспоры, которые могут 
быть гомо- и гетерозигота- 
ми.) В такой ситуации споры, 
несущие $К-2К (КШег), разви- 
ваются нормально, а споры 
$К-25 (зепяйуе) недоразвива- 
ются и погибают (рис. 2.6’). 
(Существует и нормальный 
аллель, который никого не 
убивает и не погибает сам 
в присутствии киллера). 

Мы видим, что восемь 
спор в аске строго подразде- 
ляются на четверки, из кото- 
рых одна имеет нормально 
развитые (крупные) споры, 
а другая — недоразвитые 
(мелкие) споры. Причем из- 
вестны и случаи, когда нор- 
мальная четверка занимает 
проксимальную позицию, 


и случаи, когда она занимает дистальную позицию, а количество тех и других 
асок примерно одинаково. Интерпретация этой картины прозрачна: мы знаем, 
что один гомолог несет 5К-2К ‚ а второй 5К-2%; гомологи расходятся в первом 
делении мейоза и попадают в одно из ядер диады. В аске одно из этих ядер 
с необходимостью располагается проксимальнее, а другое дистальнее другого, 
причем какое где никак не зависит от того, какой аллель локуса $К-2 в него по- 
падает. Обе хроматиды каждого гомолога, образовавшиеся в результате удвое- 
ния ДНК в $-фазе мейоцита до вступления в мейоз, несут идентичные аллели 
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5$К, в митотическом цикле, 
следующем после мейоза, 
ДНК снова удваивается. Та- 
ким образом, четыре споры- 
потомка каждой из клеток 
диады несут один и тот же 
аллель локуса $К. 

А вот как выглядит 
содержимое зрелого пери- 
теция после скрещивания 
нормального и мутантного % ое 
аллеля по локусу су5-3, за- 
действованному в биосин- Рис. 2.7. Зрелый перитеций нейроспоры, полученный 


тезе цистеина (рис. 2.7 °). от скрещивания штаммов, несущих аллели 

Аскоспоры, получив- су5-3* и суз-3. Аскоспоры, несущие аллель суз-3*, 
шие мутантный аллель, за- окрашиваются раньше, чем несущие аллель су5-3 
держиваются в созревании 
и пигментации и поэтому некоторое время имеют более бледную окраску, чем 
нормальные споры. Мы могли бы снова ожидать четверки спор, темно- и свет- 
лоокрашенных. И мы видим такие четверки: две аски, направленные влево 
и вверх, и одна, направленная строго вверх. Однако мы видим также и неожи- 
данные паттерны: чередующиеся двойки темных и светлых спор (аска, направ- 
ленная влево и вниз) и четверки спор одной окраски в центре аски, окайм- 
ленные двойками спор другой окраски по краям (аски, направленные вправо 
и вверх и вправо). Мы могли бы прийти к выводу, что в данном случае перед 
нами скорее двойки спор одной окраски, располагающиеся в аске случайным 
образом. Как это возможно? 

Давайте еще раз вспомним известные из цитологии механизм мейоза 
и такое явление, как кроссинговер. Кроссинговер будет детально рассмотрен 
в дальнейшем, мы будем работать с ним на генетическом уровне, т. е. не видя 
самого события и судя по поведению признаков в скрещиваниях. Сейчас мы 
находимся в промежуточной ситуации — самого кроссинговера мы не видим, 
но остаемся пока на цитологическом уровне, т. е. видим клетки — продукты 
мейоза на тех местах, в которых они образовались. Представим, что кроссин- 
говер произошел между центромерой и локусом су5-3. Что произойдет в этом 
случае? Любой акт кроссинговера вовлекает одну из сестринских хроматид 
каждого гомолога, которые в этой точке разрываются и сшиваются крест- 
накрест; в каждом гомологе вторая сестринская хроматида остается интакт- 
ной. В первом делении мейоза гомологи расходятся, влекомые центромерами, 
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в которых сестринские хроматиды остаются соединенными друг с другом. 
В случае кроссинговера каждая из вовлеченных в него хроматид за точкой об- 
мена будет представлена хроматидой противоположного гомолога. Соответ- 
ственно, если до мейоза гомологи несли каждый свой аллель неких локусов, то 
теперь каждый из них на двух своих хроматидах будет нести оба аллеля. Это 
по-прежнему сестринские хроматиды, но у одной из двух хроматид каждого 
гомолога фрагмент между этой точкой и концом хромосомы будет обменен на 
несестринскую. При этом обе клетки диады окажутся генетически эквивалент- 
ными. Во втором делении мейоза обе хроматиды гомолога расходятся вместе 
со всеми своими аллелями случайным образом. Далее у нейроспоры они про- 
ходят еще один митотический цикл и дают две идентичные споры. Именно это 
мы и наблюдаем на рис. 2.7 — все выглядит так, как если бы двойки темных 
и бледных спор располагались в аске случайным образом. Впрочем, при такой 
небольшой выборке мы не можем сказать этого наверняка. Более того, крос- 
синговер — процесс случайный. Нам должны попадаться и аски, в которых 
кроссинговер между центромерой и локусом су5-3 не имел места: такие аски 
должны выглядеть как две разноокрашенных четверки, неотличимые от асок, 
в которых четыре двойки случайно разошлись именно таким образом. Кроме 
того, нам могут встретиться случаи, когда в кроссоверный обмен вступили обе 
хроматиды каждого гомолога, и тогда мы бы снова имели одинаковые аллели 
дистальнее обеих точек этих обменов. Или одна и та же хроматида могла дваж- 
ды вступить в кроссоверный обмен между центромерой и суз5-3. Нетрудно по- 
нять, что при этом восстановились бы родительские сочетания центромеры 
и аллелей локуса су5-3, и мы не отличили бы такие случаи от случаев, когда 
кроссинговера не было. 

Отметим, что в нашем случае, наблюдая споры в аске, мы визуализуем 
две точки на хромосоме, несущей локус су5-3, — сам этот локус по скорости 
окраски споры и центромеру по позиционной информации, поскольку имен- 
но за нее гомологи и хроматиды растаскиваются к разным полюсам клетки 
соответственно в первом и втором делении мейоза. В любом случае именно 
первые и последние четверки спор в аске — потомки двух клеток диады — 
наследуют одну из двух центромер гомологов, а в пределах этих четверок две 
первые и две последние споры наследуют одну из двух центромер сестрин- 
ских хроматид. Остальные локусы попадают в соответствующие клетки вме- 
сте со «своими» или «чужими» центромерами в зависимости от того, имели 
ли место события кросоверного обмена между ними и центромерой, и если 
имели, то сколько. 

Возможно, рис. 2.8", где изображены оба деления мейоза, облегчит пони- 
мание всего сказанного. Только на нем о генотипе продуктов мейоза предла- 
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вую клетку совершенно 
равновероятно. Рис. 2.8. Схема мейоза нейроспоры и кроссинговера 
Иногда в асках ней- между локусом р и центромерой. Нормальный 
роспоры можно наблю- аллель локуса обозначен знаком «+», он обеспечивает 
дать и иные варианты способность нейроспоры расти на дефицитной среде, 
распределения спор по что схематически изображено в виде мицелия над средой 
окраске, которая пред- 
ставлена на рис. 2.9. В аске а мы видим уже знакомое нам расхождение аллелей 
некого локуса, условно обозначенного черным либо белым цветом (например, 
того же су5-3) во втором делении мейоза после кроссинговера между ним и цен- 
тромерой. Остальные варианты выглядят на первый взгляд неправдоподобно. 
Однако одной из особенностей тетрадного анализа обычно является огромное 
количество легко анализируемого материала, что позволяет регистрировать 
даже самые маловероятные события (под каждым типом асок подписано их 
количество, встреченное в реальном опыте японского генетика Китани, прав- 
да, на другом сумчатом грибе — сордарии), которые, тем не менее, нуждаются 
в интерпретации. Обнаружение вариантов с-$ привело к открытию феноме- 
на, называемого генной конверсией, которая будет рассмотрена в гл. 15. Но не 
следует забывать, что не все парадоксальные результаты свидетельствуют 
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Рис. 2.9. Варианты соотношения и расположения аскоспор с разным генотипом, 
зарегистрированные у $отдата птисо!а в опытах Китани (аллели одного из локусов 
с видимым проявлением обозначены черным либо белым цветом, двух других, 
идентифицируемых по потомству, — буквами) 


о каких-то глубинных феноменах. Так, вариант В является всего лишь резуль- 
татом наложения веретен последнего деления, поэтому две соседние споры, 
происходящие из разных клеток тетрады, оказались немного не на своем ме- 
сте, т. е. поменялись местами — такую аномалию мы видим и в варианте а. 
(Варианты В и с различаются по расположению спор-носителей других генов 
ги $, которые не связаны с окраской споры; в случае с это расположение вполне 
обычное, но при этом несогласное с геном, опрелеляющим окраску споры.) 

Нейроспора как модельный объект сыграла важную роль также в иссле- 
дованиях по генетическому контролю метаболических способностей клетки, 
генной конверсии, межаллельной комплементации, хромосомным перестрой- 
кам, мейотическому драйву, точечному мутагенезу, индуцируемому повто- 
рами, биологическим часам, метилированию ДНК. Геном нейроспоры был 
секвенирован — он содержит всего около 43 миллиона пар оснований (90 % 
из них — кодирующие последовательности, и это очень много), 10 тысяч генов, 
кодирующих белок (т. е. всего вдвое меньше, чем у человека, в геноме котрого 
около 22 тысяч генов), — и при этом около 3 миллиардов пар оснований — т.е. 
в сто раз больше, чем у нейроспоры). Делаем простой подсчет и убеждаемся, 
что у человека только около 1 % генома что-то кодирует, остальное — молча- 
щая, едва ли не мусорная ДНК. 

Применяется тетрадный анализ и у дрожжей, у которых в результате 
мейоза образуется неупорядоченная тетрада из четырех клеток, в которой 


2.7. Жизненный цикл многоклеточных 61 


отсутствует позиционная информация о происхождении каждой из них, 
поэтому невозможно идентифицировать пары клеток-потомков одной 
клетки диады. 


2.7. Жизненный цикл многоклеточных 


2.7.1. Вводные замечания 


Перейдем теперь к настоящим многоклеточным, таким как животные 
и растения. Поскольку главные события полового процесса происходят с от- 
дельными клетками, его реализация предполагает, что многоклеточный ор- 
ганизм должен вырасти из одной-единственной клетки — либо из гаметы 
и зиготы, либо только из зиготы (если гаплоидная фаза представлена одним 
поколением клеток). В этом есть огромный биологический смысл — при всем 
несходстве фенотипа и функций диффиренцированных клеток такого орга- 
низма они должны быть генетически идентичными. В противном случае вме- 
сто кооперации среди клеток-носителей разной генетической информации 
возникает конкуренция, что ставит крест на самом существовании организма. 
Прекрасным примером здесь является раковая опухоль, в которой получают 
преимущество быстро делящиеся мутантные клетки, что приводит к гибели 
всего организма. Поэтому, хотя вегетативное размножение довольно широко 
распространено, допустим, среди растений, оно всегда дополняется обязатель- 
ным половым процессом, кроме всего прочего, призванным снова унифици- 
ровать генетическую информацию всех клеток организма. 

Мы, будучи диплоидными многоклеточными организмами, привыкли 
связывать мейоз с размножением, потому что у нас в результате мейоза об- 
разуются половые клетки, «которыми мы размножаемся». В случае однокле- 
точных организмов такой связи нет — они размножаются митозом, а функция 
мейоза именно как специального механизма смены диплоидной фазы на га- 
плоидную становится очевидной. На самом деле и мы тоже размножаемся 
митозом. В ходе мейоза из одной диплоидной клетки получается либо всего 
четыре гаплоидных, либо всего одна (об этом ниже), а тот факт, что диплоид- 
ный организм может иметь множество потомков, достигается митотическим 
размножением предшественников тех клеток, которые впоследствии вступят 
в мейоз и образуют половые клетки. У животных ими являются только спе- 
циализированные клетки, поколения которых связывают зиготу и гаметы, 
производимыми образующимся из нее организма — в совокупности они на- 
зываются клетками зародышевого пути. 
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Как мы уже выяснили, большая часть сложных многоклеточных организ- 
мов диплоидна. Многоклеточность диплоидной фазы ставит перед гаметами 
две противоречащих друг другу задачи. С одной стороны, для формирования 
зиготы две гаметы должны встретиться, поэтому они должны быть подвиж- 
ными. С другой стороны, раз с зиготы начинается огромный организм, то 
желательно обеспечить его как можно большими ресурсами на самом старте. 
Соответственно гаметы должны содержать много всяческих запасов. А это, 
как нетрудно понять, мало совместимо с большой подвижностью. Выход здесь 
один и настолько естественный, что по этому пути совершенно независимо 
друг от друга пошло абсолютное большинство многоклеточных, как живот- 
ных, так и растений. Слияние двух одинаковых гамет нужно заменить на слия- 
ние двух неодинаковых: одна из них может быть мелкой и подвижной (сперма- 
тозоид), а другая — крупной и неподвижной (яйцеклетка). 

Но яйцеклетка — гамета, т. е. результат мейоза. В ходе мейоза из одной клет- 
ки получается четыре. Необходимые вещества, как правило, запасаются до деле- 
ний мейоза (часто в его профазе), и эти запасы не следовало бы, а часто и техни- 
чески невозможно делить между четырьмя клетками. В огромных яйцеклетках, 
таких как у птиц, ядро расположено возле поверхности, и оба деления проходят 
в этой же небольшой области поверхности. Как следствие, женский мейоз всегда 
неравный. Образуются четыре клетки, но только одна из них наследует большую 
часть цитоплазмы и становится яйцеклеткой или макроспорой у растений. Три 
другие называются «направительными тельцами» и погибают. Вы могли заме- 
тить, что таким же образом происходит и с «лишними» ядрами, образовавши- 
мися в мейозе, у многих простейших. Для нас важно, что выбор из четырех ядер 
или клеток того (той), которая станет яйцеклеткой, определяется направлением 
веретен деления и никак не зависит от его (ее) генотипа, т. е. в отношении гено- 
типа этот выбор вполне случаен. Поскольку сестринские хроматиды идентичны 
(с точностью до мутаций, возникших в мейоците после 5-периода, вероятность 
которых ничтожна), а гомологи, происходящие от разных родителей, могут раз- 
личаться, то генотип яйцеклетки в отношении генов каждого из гомологов опре- 
деляется случайным выбором из двух возможных аллелей, эквивалентным под- 
брасыванию монетки, в анафазе первого деления мейоза. 

Впрочем, редко встречается, но существует такое явление, как мейотиче- 
ский драйв — предпочтительное, т. е. с вероятностью более 1/2, попадание при 
мейозе какого-то аллеля или хромосомы именно в яйцеклетку. Всякий раз для 
этого обнаруживаются специальные цитогенетические механизмы; общих же 
механизмов мейотического драйва не существует. Так ведут себя, например, 
сверхчисленные хромосомы, или В-хромосомы — это хромосомы, которые не 
несут полезной генетической информации и присутствие которых не обязатель- 
но (или даже слегка вредно) для нормальной жизнедеятельности клетки. Ино- 
гда мейотический драйв доводится до своего логического предела. Существует 
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вид рыбы из рода Роесорз15, который можно было бы назвать «генетическими 
амазонками», но называют его «геномным паразитом». Он представлен исклю- 
чительно самками, у которых в мейозе (соответственно, женском) полностью 
элиминируется отцовский гаплоидный геном и остается только материнский 
гаплоидный геном. Икра таких рыб оплодотворяется молоками самцов друго- 
го, близкого вида. Таким образом, этот вид существует только в виде самопод- 
держивающегося межвидового гибрида первого поколения. Таким же видом- 
амазонкой (однако не в связи с мейотическим драйвом) является лягушка Капа 
ехсшета (лягушка съедобная). Она существует в виде самок — межвидовых ги- 
бридов между Капа и@фипаа, лягушкой озерной, и Капа [е5зопае, лягушкой пру- 
довой (однако в этом сложном видовом комплексе встречаются и другие гибри- 
ды, в том числе триплоидные). У этой лягушки отцовский геном элиминируется 
во время размножения овогониев (то десть до мейоза), материнский же геном 
при этом удваивается, чем восстанавливает диплоидность, необходимую для 
нормального прохождения мейоза. Икра таких лягушек оплодовторяется сам- 
цами Ё. [е5опае, в результате чего следующее поколение остается гибридным. 

В мужском мейозе все четыре образующиеся клетки дают начало спермиям. 

Из вариантов жизненных циклов многоклеточных организмов нас будут 
интересовать те, которые наблюдаются в группах, к которым принадлежат 
наиболее популярные генетические объекты. Это высшие растения, двукры- 
лые и млекопитающие. Начнем с одного из важнейших генетических объектов 
среди млекопитающих — человека. 


2.7.2. Жизненный цикл человека 


Многие ли могут ответить на вопрос, где и когда у человека происходит мейоз? 

На 3-й неделе эмбрионального развития человека (т. е. как раз тогда, ког- 
да мать только еще начинает подозревать, что беременна) в стенке аллантойса 
(одной из эмбриональных оболочек, связанной с задней частью кишечника за- 
родыша и выполнявшей у эволюционных предков, у которых зародыш много 
времени проводил в яйце, функцию мешка для сбора продуктов выделения) 
обособляются первичные половые клетки, которые мигрируют через стенку 
кишечника и первичную почку в половые валики, из которых образуется стро- 
ма гонад. Там они оказываются к 8-10-й неделе развития. 

У мужчин они дают начало сперматогенному эпителию семенников, ко- 
торый начинает функционировать в ранний пубертатный период. Отдельные 
клетки этого эпителия — сперматогонии — активно размножаются и превра- 
щаются в первичные сперматоциты, они растут и вступают в мейоз, в резуль- 
тате которого образуются сперматиды, созревающие в сперматозоиды. И пер- 
вичные сперматоциты, и сперматиды, и созревающие сперматозоиды частично 
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погружены в крупные клетки Сертоли (сперматозоиды — буквально как кор- 
неплоды, с хвостами, выступающими наружу), которые питают их и фагоци- 
тируют «лишнюю» цитоплазму. Весь процесс от вступления в мейоз до обра- 
зования сперматозоида занимает около 75 дней, т.е. 2,5 месяца — это немало! 
У мужчин сперматогенез и, соответственно, мейоз происходит непрерывно 
в течение всей жизни. 

У женского эмбриона первичные половые клетки — овогонии — сначала 
активно делятся. Любопытно, что они проходят несколько циклов синхрон- 
ных делений, в которых дочерние клетки остаются соединенными цитоплазма- 
тическими мостиками, в результате образуя так называемую цисту. Значение 
этого явления не вполне ясно, однако оно обнаруженоу всех изученных в этом 
отношении животных. Возможно, это как-то связано с регуляцией клеточного 
цикла и вступления в мейоз. На 17-22 неделе эмбрионального развития, т. е. 
на пятом месяце беременности матери, деление заканчивается образованием 
первичных овоцитов. Они вступают в профазу первого деления мейоза, ко- 
торая, однако, останавливается на стадии диплотены. К этому моменту они 
оказываются окруженными слоем плоских клеток, вместе образуя приморди- 
альные фолликулы. (Фолликулярные клетки сначала окружают всю цисту, но 
затем разделяют ее, окружая каждый индивидуальный первичный овоцит.) 
Как первичный овоцит внутри него, так и клетки фолликула покоятся, их ге- 
нетический материал не функционирует, и в таком покоящемся состоянии мо- 
гут пребывать до 50 лет (все это время первичный овоцит находится на стадии 
диплотены). Образуется их от 35 тыс. до 2,5 млн, в среднем 300 тыс. (хватило 
бы на население областного центра). К моменту рождения девочки их число 
сокращается до 25 тыс. — 1,5 млн, в среднем 180 тыс., к моменту полового со- 
зревания остается около 15 тыс., к 20 годам — 5-7 тыс., к менопаузе — около 
1 тыс. В момент первой менструации от десятка до тысячи примордиальных 
фолликулов вступают в фолликулогенез, который длится 13 менструальных 
циклов (около 375 дней) и заканчивается овуляций, и так происходит при по- 
следующих циклах, но объем каждой когорты активированных фолликулов 
снижается. При вступлении в фолликулогенез геном овоцита и окружающих 
его клеток реактивируется, начинается транскрипция, он вступает в период 
малого роста. В течение примерно пяти дней в конце 12-го цикла после ини- 
циации данной когорты фолликулов большая часть их погибает посредством 
апоптоза (в данном случае эту гибель называют атрезией), и лишь 5-7 из них 
вступают в 13-й цикл и стадию большого роста, соревнуясь друг с другом, но 
только один (редко больше) доходит до овуляции — остальные, отстав в раз- 
витии, прекращают его вследствие изменения гормонального статуса при 
овуляции. Незадолго до овуляции мейоз продвигается дальше, до метафазы 
второго деления, где он снова останавливается до момента оплодотворения. 
(Здесь мы отвлекаемся от сложных эндокринных взаимодействий, которые 
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обеспечивают все эти процессы.) В момент овуляции фолликул разрывается, 
аяйцеклетка, все еще в окружении фолликулярных клеток, попадает в полость 
брюшины и сразу же захватывается бахромками фаллопиевой трубы, в кото- 
рой должно произойти оплодотворение. Анафаза второго деления мейоза за- 
пускается проникновением сперматозоида в яйцеклетку. 

Тут есть один подвох. Клетки сперматогенного эпителия непрерывно де- 
лятся. При этом в них работает очень много генов, необходимых для осущест- 
вления клеточных функий — генов домашнего хозяйства, и в случае серьезных 
мутаций такая клетка может отбраковаться, несмотря на помехоустойчивость 
диплоидного ядра. В этом смысле сперматозоиды всегда «свежие». (Однако в них 
могут накапливаться мутации по генам, не работающим во время сперматогене- 
за, например, по генам, регулирующим развитие многоклеточного организма.) 
Первичный же овоцит покоится от 12 до 50 лет. И если в нем будут происходить 
мутации, они там и останутся до самого оплодотворения, если этот овоцит не 
погибнет. Скорее всего, биологический смысл явления атрезии состоит именно 
в отбраковке овоцитов с генетическими дефектами, которые неспособны прой- 
ти какие-то из «чекпойнтов» клеточного цикла в начале стадии большого роста 
и подвергаются апоптозу. Но так или иначе, чем дольше овоцит покоится, т.е. чем 
больше возраст матери, тем больше мутаций он успеет накопить. Действительно, 
было установлено, что частота мутаций, связанных с нуклеотидными заменами 
у потомства, коррелирует с возрастом матери, но не коррелирует с возрастом 
отца. Однако момент репликации ДНК весьма чувствителен к повреждающим 
факторам, поскольку в этот момент некоторые ее участки представлены одной 
нитью. Поскольку ДНК делящихся сперматогониев непрерывно реплицируется, 
они более чувствительны к факторам, провоцирующим разрывы ДНК, напри- 
мер к радиации, так что с точки зрения здоровья потомства мужчинам опаснее 
подвергаться облучению, чем женщинам. 

Не следует забывать и о цитоплазме — в покоящемся овоците она также 
частично стареет, а в делящихся сперматогониях всегда свежая. Вероятность 
заполучить неполноценное потомство нарастает с возрастом матери также 
и за счет этого фактора. И действительно, около 1 % детей, рожденных жен- 
щинами после 40 лет, имеют синдром Дауна — результат нерасхождения го- 
мологов одной из хромосом в 1-м делении мейоза, по-видимому, связанного 
с нарушениями цитоплазмы. Таким образом, с биологической точки зрения 
раннее размножение для женщин желательно, для мужчин (если они не под- 
вергают себя излишнему облучению) — довольно безразлично. 

Мы снова столкнулись с важным явлением — разделением животного ор- 
ганизма на соматический и зародышевый пути. Проследив за судьбой будущих 
половых клеток, мы увидели, что они первоначально обнаруживаются в стенке 
аллантойса, а потом мигрируют в зачатки половых органов. И никакие другие 
клетки организма ни на какой стадии не способны породить половые клетки. 
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При этом те клеточные индивидуумы, которые дадут начало человеческому ин- 
дивидууму следующего поколения, никак не участвуют в жизни данного чело- 
веческого индивидуума. Все наследственные признаки организма предопреде- 
ляются в момент слияния яйцеклетки со сперматозоидом. Индивидуальность 
гамет, в свою очередь, определяется в момент мейоза. Никакие события, свя- 
занные с жизнью организма, не могут влиять на генетическую информацию, 
доставленную потомкам, она определяется исключительно двумя ключевыми 
событиями полового процесса — мейозом и оплодотворением. На эту информа- 
цию могут воздействовать мутагенные факторы (радиация, ультрафиолетовое 
излучение, высокая температура, определенные химические вещества). Влияние 
же материнского организма происходит фактически только через питание — 
яйцеклетки, а затем ребенка. Однако генетическая информация, хранящаяся 
в клетках зародышевого пути, проверяется в соматических клетках, и самое 
главное влияние материнский организм оказывает на клетки зародышевого 
пути посредством собственного выживания до размножения, а также заботой 
о потомстве — у тех организмов, где оно имеет место. Именно этим главным 
«влиянием» — доживанием до размножения — в конечном счете и определяет- 
ся то, что клетки зародышевого пути имеют именно те, а не иные гены. 


2.7.3. Жизненный цикл дрозофилы 


Казалось бы, для мухи должно быть справедливо все то же самое, что 
и для слона, однако в организации ее жизненного цикла мы найдем довольно 
много довольно неожиданных особенностей (а случай поразительного эволю- 
ционного консерватизма, сближающий ее с млекопитающими, покажется еще 
более неожиданным). 

Во-первых, в определенном смысле можно сказать, что у дрозофилы есть 
легкий намек на гаплоидную фазу, состоящую из более чем одного поколения 
клеток. Дело в том, что после оплодотворения мужские и женские ядра не 
сливаются, а располагаются рядом. Сразу же проходит $-фаза, и начинается 
первое деление дробления, при этом ядерные оболочки разрушаются и хромо- 
сомы связываются с микротрубочками единого веретена деления, но все еще 
в виде двух групп, мужской и женской. Только собравшись у полюсов почти 
сразу после первого деления, мужские и женские хроматиды оказываются вме- 
сте и одеваются единой ядерной оболочкой. 

Во-вторых, клетки зародышевого пути у самки взрослой мухи почти сра- 
зу четко локализованы на морфологическом уровне. В ходе дробления эмбри- 
она они гораздо раньше — примерно после 5-го деления — становятся имен- 
но клетками, одеваясь собственной клеточной мембраной, тогда как прочие 
клетки обособляются только после 13-го деления. Располагаются они у заднего 
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конца дробящейся зиготы. До этого дробление идет на уровне делящихся ядер, 
без цитокинеза. У взрослой мухи яичник представляет собой гроздь яйце- 
вых трубок — овариол, которые суть именно трубки, содежащие цепочки яиц 
на разных стадиях созревания: самые молодые у вершины, самые зрелые у устья 
(рис. 2.10”). У вершины трубки расположен так называемый гермарий — каме- 
ра, в которой, помимо прочих клеток (клеток оболочки, клеток терминального 
филамента, кэп-клеток), находятся стволовые клетки зародышевого пути и со- 
матические стволовые клетки (последние обособляются гораздо позже и имеют 
мезодермальное происхождение). Первые дают начало яйцам, вторые — так на- 
зываемым фолликулярным клеткам, т. е. клеткам, образующим стенки овариол, 
поделенных на фолликулы — пузырьки, содержащие яйца. В каждом гермарии 
находятся две стволовые клетки зародышевого пути и две соматические стволо- 
выеклетки. Каждое митотическое деление стволовых клеток зародышевого пути 
дает начало новому яйцу. Это деление неравное, в результате образуется неболь- 
шая новая стволовая клетка, замещающая материнскую стволовую клетку, и бо- 
лее крупный цитобласт. Последний делится у дрозофилы строго четыре раза, 
причем деления всех клеток синхронны, в результате чего образуется 16 клеток, 
опять-таки назывемых цистой. Как и у человека, эти деления примечательны 
тем, что цитоплазма не делится до конца, и клетки — продукты одного деления, 
остаются соединенными цитоплазматическими мостиками (так называемыми 
«кольцевыми каналами»), поэтому все 16 клеток представляют собой синцитий. 
Однако, в отличие от человека, только одна из 16 клеток цисты становится ово- 
цитом. Исходя из самого факта пяти синхронных делений с сохранением цито- 
плазматического контакта, нетрудно обнаружить любопытную топологическую 
закономерность: разные клетки синцития оказываются связанными каналами 


— стволовая клетка цитобласт 
оварии зародышевого пути 


терминальный 
филамент 


овариола клетки кэпа 


фолликулярные 
стволовые клетки 


Рис. 2.10. Схематическое изображение яичников (слева) 
и гермария (справа) дрозофилы 
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с разным числом других клеток — 2 клетки связаны с 4 другими, 2 клетки — 
с 3 другими, 4 клетки — с 2 другими и 8 клеток — лишь с 1 другой клеткой. В тех 
клетках, что связаны с другими 3 и 4 каналами, начинает формироваться синап- 
тонемный комплекс, знаменуя их вступление в профазу мейоза. Однако вскоре 
он исчезает в двух клетках с 3 каналами и остается только в двух клетках с 4 ка- 
налами, затем он исчезает и в одной из них; таким образом, в 3 из 4 клеток, всту- 
пивших в профазу мейоза, этот процесс абортируется, и лишь одна из клеток 
с 4 каналами действительно вступает в мейоз, т. е. оказывается овоцитом. Одна- 
ко, как и у человека, профаза мейоза надолго задерживается, и снова на стадии 
диплотены, во время чего овоцит опять-таки растет. 

Растет он, в частности, за счет тех самых 15 сестринских ему клеток, ко- 
торые называются питающими клетками. Кольцевые каналы всех питающих 
клеток и овоцита пронизаны и соединены единой структурой, называемой 
фумозой и представляющей собой огромное количество микротрубочек, объ- 
единенных белковым веществом, причем плюс-концы микротрубочек нахо- 
дятся в питающих клетках, а минус-концы сходятся к центру, организующему 
микротрубочки и находящемуся в овоците. По фумозе в овоцит идет актив- 
ный транспорт белков, мРНК и даже целых органелл, таких как митохондрии 
и комплекс Гольджи. Геном питающих клеток активнейшим образом работа- 
ет, о чем свидетельствует хотя бы тот факт, что они высокополиплоидны, а их 
многократно повторенный геном организован в политенные хромосомы. Ово- 
цит расположен в базальной части цисты, питающие клетки — в апикальной. 

Образование 16-клеточной цисты занимает 3 дня. Через 7 дней циста 
покидает гермарий и поступает в вителлярий — основную часть овариолы, 
в которой цепочкой расположены растущие овоциты, причем формирование 
зрелых яиц происходит всего за 3 дня. Развитие овоцитов в вителлярии раз- 
деляется на 14 стадий. Эпителиальные фолликулярные клетки делятся до 6-й 
стадии. В дальнейшем их деление прекращается, но геном продолжает репли- 
цироваться, так что эти клетки становятся 16-плоидными. На 10-й стадии на- 
чинается быстрый, в течение 30 минут, переброс содержимого цитоплазмы 
из питающих клеток в овоцит. Питающие клетки сокращаются до ядер с ми- 
нимумом цитоплазмы и прекращают свою активность — овоцит окончатель- 
но пожирает собственных сестер, до этого момента его исправно кормивших. 
Тогда же происходит и собственно мейотическое деление. 

Фолликулярные клетки также делятся строго определенным образом, по- 
этому каждый фолликул окружен эпителиальными фолликулярными клетками 
и отделен от питающих клеток немногими бордюрными клетками. Возле кон- 
цов фолликула расположены полярные фолликулярные клетки, а интерфол- 
ликулярные клетки отделяют фолликулы друг от друга. Все фолликулярные 
клетки имеют строго определенные число, форму, а также набор работающих 
в них генов и динамику этой работы, причем многие из продуктов этих генов по- 
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ступают в овоцит. Фолликулярные клетки исключительно важны — совместно 
с микротрубочками цисты они определяют полярность цитоплазмы овоцита — 
передне-заднюю и дорзально-вентральную, но, что еще более важно, форми- 
руют в цитоплазме овоцита градиенты определенных веществ — морфогенов, 
определяющих судьбу клеток эмбриона после дробления. Таким образом, сово- 
купная работа питающих и фолликулярных клеток состоит не только в питании 
овоцита — фактически именно эти клетки и закладывают в овоцит схему буду- 
щей мухи. Иначе говоря, структура сложного многоклеточного организма обе- 
спечивается деятельностью многоклеточной же структуры — фолликула, а не 
формируется в результате автономного развития единственной клетки — зиго- 
ты. Ничего подобного нет у человека, у которого новый индивидуум — зигота — 
сам заботится о своей структуре с самого начала существования, лишь ориенти- 
руясь на точку вхождения сперматозоида, задающей первичную ось организма. 
И человек, и муха — многоклеточные организмы приблизительно одинакового 
уровня сложности, что находит отражение в сходном общем количестве струк- 
турных генов их геномов (около 22 и 18 тысяч), однако мы видим, насколько раз- 
ными способами их генетическая информация воплощается в строении ранних 
стадий их эмбрионов. 


2.8. Жизненный цикл цветковых растений 


У цветковых растений половой процесс устроен наиболее оригинально. 
В данном случае в жизненном цикле присутствует гаплоидная фаза — гамето- 
фит, но мужской и женский гаметофит различаются. Мужской гаметофит — 
это пыльцевое зерно. В пыльниках тычинок спорогенная ткань порождает ма- 
теринские клетки пыльцы, которые претерпевают мейоз. Из каждой клетки, 
получившейся в результате мейоза, формируется пыльцевое зерно. Сначала 
оно содержит одно гаплоидное ядро. Потом делится митозом на два. Образу- 
ется большая вегетативная клетка, внутри нее плавает маленькая генератив- 
ная клетка, которая, в свою очередь, делится митозом на два спермия. 

Женский гаметофит образуется в семяпочке, расположенной в завязи пести- 
ка. Из клеток ее нуцеллуса обособляется единственный мейоцит. Как и в случае 
овогенеза животных, из четырех клеток, получившихся в результате мейоза, раз- 
вивается только одна макроспора. В результате трех ее митотических делений об- 
разуется так называемый зародышевый мешок. Это более или менее овальное об- 
разование. Поскольку гаплоидное ядро макроспоры делится трижды, образуется 
восемь гаплоидных ядер. Два из них сливаются, образуя диплоидное ядро (но это 
еще не оплодотворение!). Семь ядер разделяются на семь клеток. Три маленькие 
гаплоидные клетки помещаются возле одного конца мешка, еще три — возле дру- 
гого, большая клетка с диплоидным ядром располагается в центре и называется 
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центральной. Одна из трех маленьких гаплоидных клеток у одного из полюсов яв- 
ляется яйцеклеткой. На рис. 2.11” изображены мужской и женский гаметофиты, 
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Рис. 2.11. Мужской и женский гаметофиты цветкового растения: фотография 
прорастающего пыльцевого зерна (слева), схема (в центре) и микрофотография 
яйцевого мешка 
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Рис. 2.12. Схема микро- и макроспорогенеза цветковых растений 


`Рейвн П., Эверт Р, Айкхорн С. Современная ботаника. М.: Мир, 1990. 344 с. 
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анарис. 2.12” — схема макро- и микроспорогенеза цветковых растений. 

Как происходит оплодотворение у цветковых растений? Пыльцевое зерно 
попадает на рыльце пестика. Вегетативная клетка начинает расти и образует 
длинную пыльцевую трубку. Она врастает в пестик и прорастает до одного 
из зародышевых мешков, врастая в него. Один спермий сливается с яйцеклет- 
кой. Второй же спермий сливается с центральной клеткой, а его гаплоидное 
ядро — сее диплоидным ядром. В результате первого события образуется ди- 
плоидная зигота, здесь в буквальном смысле все, как у людей. В результате вто- 
рого образуется некая триплоидная клетка. Все это вместе называется двойным 
оплодотворением, характерным только для цветковых растений. 

В дальнейшем зигота делится и образует зародыш семени. Это готовое ма- 
ленькое растеньице, у него есть корень и листья. Один или два первых листа — 
это специфические органы семени, называющиеся семядолями. Но в семени 
содержатся в зачаточном состоянии и несколько нормальных листьев. Так, 
в горошине уже сформировано до шести нормальных листьев будущего рас- 
тения. Немаловажно, что оболочка семени — теста — формируется тканями 
материнского организма. 

Триплоидная клетка начинает делиться и образует так называемый эн- 
досперм — триплоидную ткань, в которой запасаются питательные вещества 
семени. Когда семя прорастает, эндосперм отдает свои питательные вещества 
и дегенерирует. У части цветковых растений эндосперм образуется, но деге- 
нерирует еще в развивающемся семени, и все питательные вещества нака- 
пливаются в семядолях. К примеру, в зрелой горошине вы не найдете и следа 
эндосперма. 

Небезынтересно, что микроспорогенез высших растений в ряде случаев 
также допускает тетрадный анализ ввиду того, что их пыльцевые зерна, про- 
исходящие от одной тетрады микроспор, остаются соединенными в четверки. 
Такое свойство изредка встречается в самых разных группах растений; по всей 
видимости, оно возникает независимо и не имеет филогенетического значения 
(в былые времена этот признак считали «примитивным» — как если бы эволю- 
ция всеми силами стремилась освободить пыльцевые зерна, но на это требова- 
лось очень много времени). Иногда оно является результатом мутации. 

У высших растений выделяют два типа тетрад, возникших на базе двух ва- 
риантов течения микроспорогенеза — симультантного и сукцессивного. В слу- 
чае симультантного микроспорогенеза сначала проходят оба деления мейоза, 
после чего микроспоры одеваются клеточной стенкой. В случае сукцессивного 
микроспорогенеза после первого деления мейоза клетки диады разделяются 
клеточной стенкой, потом вступают во второе деление и также разделяются кле- 
точной стенкой. Оба типа встречаются в разных группах растений. Если пыль- 


"Рисунок любезно предоставлен Л. В. Высоцкой. 
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цевые тетрады возникают на базе симультантного микроспорогенеза, то четы- 
ре пыльцевых зерна располагаются равноудаленно друг от друга, т. е. по осям, 
направленным от центра воображаемого тетраэдра к его вершинам. В такой 
ситуации нельзя определить, происходят ли отдельно взятые клетки от одной 
или от разных клеток диады — мы имеем дело с неупорядоченными тетрадами. 
Этого типа тетрады имеют растения из семейства грушанковых и кипрейных, 
а также некоторые мутанты таких популярных генетических объектов, как го- 
рох и арабидопсис (последнее растение имеет официальное русское название 
«резушка», это крошечное крестоцветное растение с коротким периодом вегета- 
ции, способное расти в пробирке и поэтому удобное как модельный раститель- 
ный объект). Нарис. 2.13” изображены пыльцевые тетрады у мутантного гороха. 

Пример пыльцевых тетрад на базе сукцессивного микроспорогенеза явля- 
ет хорошо вам извест- 
ное (под неправильным 


названием «камыш») 
8 растение — рогоз ши- 
$ @ роколистный (Турйа 


анрйа). В верхней ча- 
сти его початка собраны 
мужские цветки, про- 
изводящие — огромное 
количество пыльцы, 
объединенной в тетра- 
ды. (У других видов ро- 
гоза пыльца свободная.) 
Пыльцевые тетрады ро- 
гоза  широколистного 
плоские; пыльцевые зер- 
на в них расположены 
по углам воображаемого 
квадрата. Мы также не 
можем различить, какие 
две клетки происходят 
от одной клетки диады, 


но можем быть уверены, 


Рис. 2.13. Аномальная пыльца гороха (в данном случае что это всегда будут две 


имеющего две добавочные хромосомы), представленная смежные клетки и ни- 
неразделенными тетрадами когда — две, располо- 


"Комета О.Е., СаПеуа Е.В., Воз4апоуа У.5. ТБе Вгзё гесог4 оЁ {етазоту ш реа 
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женные по диагонали. (В случае 
рассмотренных выше тетраэ- 
дрических тетрад такая позици- 
онная информация отсутствует.) 
Таким образом, в результате сук- 
цессивного микроспорогенеза 
образуются упорядоченные те- 
трады. 

На рис. 2.14” показаны те- 
трады рогоза, содержащие то 
или иное количество нежизне- 
способных микроспор. Клеточ- 
ная стенка (пыльцевая оболоч- 
ка) вокруг них образуется, но 
сами они вскоре погибают и вы- 
глядят, как пустые зерна. 

Если нежизнеспособность 
микроспоры связана с какой-то 
мутацией, которая у родитель- 
ского растения проявляется 
как летальная на стадии гаме- 


тофита, тогда как гетерозигота Рис. 2.14. Пыльцевые тетрады рогоза 

по этой мутации живет, то мы широколистного с различным количеством 
должны ожидать, что в пыль- живых и абортивных пыльцевых зерен 

це такого растения погибнут 

две клетки из четырех. Если кроссинговер между соответствующим локусом 
и центромерой отсутствует, то это всегда будут две смежные клетки (случай 
с на рис. 2.14), а если он имеет место, то это будут либо две смежные, либо две 
диагональные клетки (случай 4 на рис. 2.14). Для случаев В, еи{(см. на рис. 2.14) 
мы должны предположить какие-то другие интерпретации. В частности, про- 
веденный нами в природных популяциях рогоза широколистного частотный 
анализ разных типов тетрад с пустыми пыльцевыми зернами позволил пред- 
положить, что их появление связано не с мутациями, а с нерасхождением хро- 
мосом в мейозе. 

Группа исследователей под руководством Дж. Копенхэйвер не только об- 
наружила мутацию арабидопсиса 47, обеспечивающую соединение пыль- 
цевых зерен в тетрады, но и ввела в его геном посредством трансгенеза гены 
разноцветных флюоресцентных белков, работающие в микроспорах и позво- 


`Вегапикоу У. А., Комегш О.Е., Воддапоуа У.5. МомаШу оЁ роПеп этал$ тау гезий 
бота еггог$ оЁ пле!оз15: ау оЕроПеп {ега4$ ш Турйа анрюйа Г. /! Негедну. 2002. Уо]. 89. 
Р. 358-362. 
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ляющие следить за их распределением между клетками тетрады в пыльце гете- 
розиготы — клетки флюорисцируют разными цветами в зависимости от того, 
какие трансгены в них попали или не попали. 


2.9. Заключение 


Итак, мы рассмотрели половой процесс. У всех эукариот он содержит сли- 
яние двух гаплоидных ядер с образованием диплоидного ядра и мейотическое 
деление диплоидного ядра с образованием четырех гаплоидных. Смысл этого 
процесса состоит в перекомбинации сочетаний генов: во-первых, при случай- 
ном расхождении гомологичных хромосом к одному из двух полюсов первого 
деления мейоза, а во-вторых, из-за кроссинговера в профазе этого деления. 
Кроме того, диплоидное (и дикариотическое) состояние дает генетическому 
аппарату клетки определенную помехоустойчивость. Если первый выигрыш 
состоит в генерации изменчивости при размножении, то второй — в защите 
от изменчивости в индивидуальном развитии. Важно и то и другое. Как имен- 
но совместить оба варианта, каждая филогенетическая группа решала в эво- 
люции независимо. 


ГААВА 5 
ФЕНОТИП ГЕТЕРОЗИГОТЫ 


3.1. Доминирование 


Если организм является гомозиготой в отношении какого-то локуса, т. е. 
обе его копии, полученные от отца и от матери, заняты идентичным аллелем, то 
этот же аллель будет иметь и все производимые им гаметы. Если у нас есть попу- 
ляция или лабораторная линия, составленная из гомозигот, и мы пренебрежем 
мутированием 4е иоуо, то эта популяция или линия будет неизменно представ- 
лена только лишь такими гомозиготами и иметь соответствующий им фенотин. 
Часто верно и обратное — если популяция или линия неизменно воспроизводит 
один и тот же фенотип, то, скорее всего, она представлена гомозиготами по со- 
ответствующему этому фенотипу аллелю (в действительности в ней может быть 
несколько аллелей, неразличимых в данном опыте, но нам это сейчас не важно). 
Пусть у нас есть две такие гомозиготные линии некого растения: одна — с не- 
изменно красными цветками, другая — с белыми. Мы можем предположить, 
что белые цветки определяются находящимся в гомозиготе «сломанным» нуль- 
аллелем некоего локуса, ответственного за синтез красного пигмента, тогда как 
красноцветковые растения гомозиготны по аллелю дикого типа. Наша ситуация 
пока вполне соответствует «теории присутствия-отсутствия», предложенной 
ещев 1902 г. переоткрывателями установленных Менделем закономерностей на- 
следования Карлом Корренсом и Уильямом Бэтсоном. (Тогда казалось, что та- 
ковы все гены и у каждого локуса есть только два аллеля — функциональный 
и нефункциональный). Обозначим аллель, связанный с белоцветковостью, как 
а, а аллель дикого типа с красными цветками — как А. Возьмем две противо- 
положные гомозиготы, охарактеризуем и запишем их генотип. Из всех их ге- 
нов нас пока интересует только локус а. Именно в отношении этого локуса мы 
и будем описывать генотип. Это делается следующим образом: генотип первого 
растения — А А, второго — а а (здесь подряд записаны символы аллелей данно- 
го локуса, находящиеся в двух гомологах, которые в нашем случае совпадают). 
Охарактеризуем фенотип. У первого растения цветы красные, у второго — бе- 
лые. Это все, что нам в данном случае нужно знать о фенотипе, и все, что о нем 
известно. Запишем фенотип: в первом случае — А, во втором — а. Одна буква 
для одного признака. Напомним, что генотип принято записывать курсивом, 
фенотип — обычным шрифтом. 


76 Глава 3. Фенотип гетерозиготы 


Скрестим эти две гомозиготы. Пусть мы используем растение с геноти- 
пом АА как материнское, т. е. на его пестик наносим пыльцу отцовского рас- 
тения с генотипом аа. Оба родителя диплоидны и гомозиготны в отношении 
гена а, т.е. каждый имеет только один аллель, его же несут и их гаметы. У нас 
нет выбора — все яйцеклетки первого растения имеют генотип А (только одна 
буква, так как только один гомолог), а все спермии второго растения — гено- 
тип а. Из зиготы образуется семя, из семени вырастает растение. Этот новый 
индивидуум, получившийся от скрещивания, называется гибридом первого по- 
коления (принято говорить — гибрид Е1). Каков будет генотип этих гибридов? 
Нетрудно догадаться, что все они будут одинаковы и что у них один гомолог 
будет нести аллель А, а второй — аллель а. Соответственно, они имеют гено- 
тип А а, т. е. гетерозиготны. 

А каков их фенотип? Какого цвета будут цветки у гетерозиготы А а? Обще- 
го логического решения этот вопрос не имеет. Чтобы что-то предсказать, мы 
должны знать механизм реализации наследственной информации в фенотипе 
(заметим, что это центральная проблема всей биологии) в нашем конкретном 
случае — одновременного присутствия аллелей А и а. Именно неопределен- 
ность фенотипа гетерозигот в общем случае и различные возможности в кон- 
кретных случаях, о чем мы сейчас будем говорить, делает генетику довольно 
сложной наукой. Как правило, результат легче узнать из эксперимента, чем 
предсказать, однако все же попробуем это сделать. 

Если мы предположим, что наш локус кодирует фермент, участвующий 
в биосинтезе пигмента антоциана, то можем сделать и некоторое предположе- 
ние. Фермент — это катализатор, т. е. вещество, ускоряющее реакцию и в ее про- 
цессе не расходующееся. Количество катализатора влияет на скорость протека- 
ния реакции. Но если эта скорость не имеет критического значения, то реакция 
будет идти до тех пор, пока не израсходуется продукт. Другими словами, если 
у гомозиготного растения фермент синтезировался за счет транскрипции одно- 
временно с обоих копий аллеля А, имеющихся в двух гомологах, то у гетерози- 
готы он будет синтезироваться за счет транскрипции только одного аллеля А. 
Если с соответствующей мРНК может транслироваться определенное количе- 
ство белкового продукта (а так обычно и есть), то можно ожидать, что гетерози- 
гота А а будет иметь вполовину меньше фермента, чем гомозигота А А. И можно 
также ожидать, что это никак не отразится на полноте протекания катализиру- 
емой им реакции — все молекулы субстрата превратятся в молекулы продукта. 
В таких случаях говорят, что процесс идет по принципу «все или ничего». Есть 
сколько-то фермента — реакция прошла до конца, нет — не прошла вообще. 
В этом, собственно, и состоит помехоустойчивость диплоидной фазы. Согласно 
такой логике, гетерозигота А а будет иметь красные цветки. 

Проявление у гетерозиготы в полной мере признака, связанного с одним 
из аллелей, так что ее фенотип неотличим от фенотипа гомозиготы по это- 
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му аллелю, и называется доминированием этого аллеля. Доминирование как 
феномен отличается простотой, но причины его, как мы увидели из рассуж- 
дения выше, достаточно нетривиальны. Аллель, признак которого в гетеро- 
зиготе проявляется, называется доминантным, а аллель, признак которого 
не проявляется (подавляется), — рецессивным. В генетике многих организ- 
мов принято доминантный аллель обозначать прописной буквой, рецессив- 
ный — строчной. В нашем примере аллель А — доминантный, аллель а — 
рецессивный. 

Было бы поучительнее, если бы разобранный выше простейший пример 
был не «неким растением», а классическим генетическим объектом, например, 
горохом, у которого мы имеем точно такую ситуацию: локус с аллелями с теми 
же самыми обозначениями, фенотипами и отношениями доминирования. Од- 
нако локус а гороха был недавно расшифрован, и оказалось, что он кодирует 
не фермент, а как раз фактор, связывающийся с ДНК (и имеющий характерный 
для таких белков домен Бейх-юор-Вейх), и входит в комплекс регуляторных ге- 
нов, регулирующих транскрипцию «рабочих» генов, кодирующих ферменты, 
которые участвуют в биосинтезе флавоноидов. Иначе говоря, наша красивая 
логика, опирающаяся на сущность ферментов, приведшая к правильному ре- 
зультату, оказалась неверной. Можно было бы взять не менее хрестоматийных 
дрозофил с белыми и красными глазами, однако оказалось, что соответствую- 
щий локус и (иййЙе) кодирует белок трансмембранного транспорта, который, 
в частности, доставляет в клетки предшественников пигментов, т. е. опять-та- 
ки не фермент. 

Однако та же логика применима не только к ферментам. Например, если 
продукт гена является регуляторным транс-фактором, «включающим» или 
«выключающим» работу немногих других генов, то для осуществления его 
функции достаточно произвести несколько молекул, которые свяжутся с со- 
ответствующими регуляторными цис-факторами регулируемых генов. Для на- 
дежности (а также в силу технических сложностей организации производства, 
допустим, четырех молекул белка и ни одной больше) в нормальном организ- 
ме таких молекул может производиться гораздо больше, чем в геноме имеет- 
ся сайтов их посадки. Так или иначе, регуляторный транс-фактор является, 
по сути, таким же катализатором реакции — в данном случае транскрипции 
регулируемого гена, как и фермент. 

Во многих биологических процессах, в том числе и регуляторного харак- 
тера, встречается такое явление, как пороговый эффект — когда некий процесс 
запускается, лишь если концентрация какого-то вещества достигает опреде- 
ленного порога, причем такие процессы также запускаются по принципу «все 
или ничего» и могут приводить к появлению признака по этому же принципу. 

Пример доминирования с участием гена фермента нам дает локус В го- 
роха, где доминантный аллель В обеспечивает пурпурную окраску цветков, 
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а рецессивный аллель В — тепло-розовую. Вот этот ген кодирует уже фермент, 
флавоноид -3’-5’-гидроксилазу, участвующий в синтезе гликозилированных 
пигментов дельфинидина и петунидина, отсутствующих у растений с феноти- 
пом Ъ. Итак, мы все же нашли случай, к которому приложимы наши рассужде- 
ния о доминировании аллелей, кодирующих ферменты. 

Термины «доминантный» и «рецессивный» и обозначение прописной 
и строчной буквами было введено еще Менделем. Эта терминология хороша 
для системы из двух аллелей. Многие гены подобны рассматриваемому приме- 
ру — кодируют белок и имеют два основных аллеля — дикий тип и нуль-аллель. 
При этом дикий тип всегда доминантен по отношению к нуль-аллелю, но не 
по отношению к любому аллелю — доминантными бывают и мутантные аллели. 
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На явлении доминирования, а также на том, что доминантными обыч- 
но оказываются аллели дикого типа, а нефункциональные мутантные аллели 
оказываются рецессивными, основан так называемый функциональный тест 
на аллелизм, который как раз позволяет определить, принадлежат ли рецес- 
сивные мутантные аллели одному локусу или нет. Он был предложен Т. Мор- 
ганом, когда тот еще придерживался теории присутствия-отсутствия, поэтому 
первоначально с помощью этого теста предполагалось определять не только 
принадлежность аллелей одному локусу, но и сам этот аллель. 

Допустим, мы получили рецессивную мутацию с неким фенотипом, кото- 
рый похож на фенотип уже известной нами рецессивной мутации. Воспользу- 
емся упомянутым уже примером с белыми цветами гороха. Дикий тип окраски 
цветков у гороха — пурпурный. Со времен Менделя известен горох с белыми 
цветками, в которых отсутствует антоциан. Соответствующий этому феноти- 
пу аллель а рецессивен, т. е. ген, каким-то образом участвующий в метаболиз- 
меантоциана, сломан, представляет собой нуль-аллель. Как узнать, произошла 
мутация в локусе а или в каком-то другом локусе? Нужно скрестить гомози- 
готы по одной и по второй мутации. Если они имели место в одном и том же 
локусе, то такая гетерозигота от одного родителя получит один дефектный 
аллель, от второго — другой дефектный аллель, но не получит ни одной функ- 
циональной копии гена (в молекулярном смысле), находящегося в данном ло- 
кусе. В результате ее цветы будут белыми. Если же эти мутации произошли 
в разных локусах, ответственных за разные аспекты синтеза антоциана, то 
у полученного гибрида в каждом локусе будет по одному аллелю дикого типа 
с ненарушенной молекулярной функцией, который доминирует над дефект- 
ным и «спасает» соответствующий этап жизнедеятельности клетки. Такой ги- 
брид будет иметь нормальный фенотип. 
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Вспомним нейроспору, явившуюся объектом, позволившим сформулиро- 
вать имевший историческое значение принцип «один ген — один фермент». Бидл 
и Тейтам работали с ауксотрофными мутантами нейроспоры — это были му- 
танты, неспособные самостоятельно синтезировать какое-то необходимое в орга- 
низме вещество, в норме синтезируемое. Для того чтобы такие мутанты выращи- 
вать, эти вещества необходимо добавлять в среду. Это очень удобно — мутантный 
штамм можно идентифицировать как не растущий на минимальной среде, поддер- 
живать на полной среде и выяснять, каким именно дефектом он обладает в опытах 
со средами, куда добавлены те или иные вещества. Основной вывод исследований 
Бидла и Тейтама был такой — мутанты, дефектные в отношении синтеза одного 
и того же биохимического процесса, всегда оказывались аллелями одного локуса. 
Следовательно, за каждый биохимический процесс ответствен один локус. По- 
скольку каждый биохимический процесс осуществляется одним ферментом, то 
нормальный аллель каждого локуса и обеспечивает этот фермент. Структура ДНК 
тогда не была известна. Доказательство того, что именно она является носителем 
наследственности, было получено двенадцатью годами позже, но понятие «локус» 
уже существовало — генетика работала с виртуальным носителем информации. 

Как же возможно проверить аллельность разных мутантов нейроспоры 
по одному и тому же ферменту? Ведь мы не можем здесь получить гетерози- 
готу и определить ее фенотип — гетерозиготны у нейроспоры только аскоген- 
ный гиф и аска, у которых вообще нет интересующего нас фенотипа в отно- 
шении обмена веществ, поскольку они получают все готовое от гаплоидного 
мицелия. Что же нужно предпринять? И здесь их следует скрестить. В случае 
аллельных мутаций мы никогда не получим восстановления нормального фе- 
нотипа у потомства, потому что в опыте вообще не фигурирует нормальный 
аллель. А в случае неаллельных мутаций у нас каждый партнер скрещивания 
всегда несет мутантный аллель в одном локусе и нормальный аллель во вто- 
ром локусе. Подсчитаем вероятность возникновения нормального потомства, 
если неаллельные мутанты находятся на разных хромосомах. На какой стадии 
определяется, получит ли потомство нормальный аллель? На стадии редукци- 
онного деления. По каждому локусу в каждую клетку тетрады нормальный ал- 
лель попадет с вероятностью 1/2. Вероятность сложного события, состоящего 
в том, что это случится для обоих локусов, есть: произведение 1/2 х 1/2 = 1/4. 
Однако если локусы находятся на одной хромосоме, картина сильно усложня- 
ется, что мы в деталях разберем в дальнейшем. 

Так же приходится поступать, если у нас есть две доминантные (над алле- 
лем дикого типа) мутации с одинаковым фенотипическим проявлением. В этом 
случае тест на аллелизм также усложняется, поскольку гибрид первого поколе- 
ния между гомозиготами по каждой из них в любом случае будет иметь соответ- 
ствующий доминантный фенотип. Если обе доминантные мутации аллельны, то 
у такого гибрида не будет рецессивных аллелей дикого типа, и все его потомство 
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имеет доминантный фенотип. Если они неаллельны, т. е. принадлежат к разным 
локусам, то у одного из родителей один, а у другого — другой из двух локусов 
будет гомозиготен по нормальному аллелю, и эти нормальные аллели проявят- 
ся в следующих поколениях потомства. Таким образом, тест на алеллизм для 
гаплоидов и доминантных мутаций не дает ответа уже в первом поколении и 
осложнен генетическим сцеплением. 

Приведем еще два термина, из которых первый имеет, скорее, историче- 
ское значение, второй же часто употребляется в генетике дрозофилы. Восста- 
новление дикого типа при скрещивании двух гомозигот по неаллельным генам 
называется комилементацией, т.е. гены родителей как бы дополняют друг дру- 
га с восстановлением всех функций у гибрида. Поэтому функциональный тест 
на аллелизм иногда называют тестом на комплементацию (в первой форму- 
лировке подразумевается, что тестируется аллельность мутаций, во второй — 
их неаллельность). Второй термин: когда два разных рецессивных аллеля нахо- 
дятся в гетерозиготе, принято говорить, что они находятся в компаунде, а саму 
такую гетерозиготу называют компаундом. 


3.3. Межаллельная комплементация 


Изредка встречаются случаи, когда функциональный тест на аллелизм 
дает сбои. Наиболее хорошо это явление исследовано на диплоидных дрож- 
жах, а также у нейроспоры. Имеется много мутаций, приводящих к потере не- 
кой биохимической функции. В компаунде все они ведут себя как аллельные, 
за исключением немногих комбинаций, в которых функция неожиданно вос- 
станавливается, т. е. такие пары мутаций ведут себя как неаллельные (ком- 
плементарные). Это явление было названо межаллельной комплементацией. 
Выясняется, что во всех подобных случаях соответствующий локус кодирует 
белок, имеющий несколько функциональных доменов и работающий в виде 
димера или большего количества агрегированных копий белка. Было предло- 
жено несколько объяснений межаллельной комплементации. 

1. Разные мутации нарушают функцию разных рабочих центров моле- 
кулы — например, активный центр ферментативной реакции и участок, от- 
ветственный за фиксацию на мембране, и т. п. При этом в белковом агрегате 
из продуктов двух разных мутантных аллелей может собраться полный набор 
функциональных центров, и он будет работать. 

2. Белковый продукт разных аллелей имеет разным образом нарушенную 
третичную структуру (укладку полипептидной цепи). Однако когда эти разные 
продукты собираются в функциональный агрегат (например, в гетеродимер), 
они проявляют кооперативный эффект: правильная третичная структура 
копии, дефектной на данном участке белковой молекулы, восстанавливается 
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при контакте с нормальной на данном участке копией. Поскольку в двух поли- 
пептидных цепях, участвующих в гетеродимере, имеются разные дефекты, они 
всякий раз оказываются связанными с участками «правильной» третичной 
структуры второй цепи и за счет кооперативного эффекта сами восстанавли- 
вают «правильную» структуру. Эта модель показана на рис. 3.1`. 
Подтверждением этой модели являются многочисленные случаи, когда сте- 
пень межаллельной комплементации зависит от температуры: чем ниже темпе- 
ратура, тем больше мутаций проявляют межаллельную комплементацию. И это 
неудивительно, потому что снижение температуры повышает стабильность 
вторичной и третичной структуры — по-видимому, «правильная» третичная 
структура, возникшая за счет коо- 
перативного эффекта, сама по себе 
недостаточно стабильна. 


й 
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На рис. 3.2” изображен знако- 
мый нам букет асок нейроспоры. 
Заметны и отличия — споры не вы- 
тянутые, а круглые. А между про- 
чим, перед нами гибридный перите- 
ций, образованный скрещиванием 
штаммов-носителей аллелей ги К+, 
имеющих соответственно круглые 
и овальные споры. Полное назва- 
ние гена — тоии4 зроте. Мы видим, 
однако, что все споры одинаковы 
и имеют аномально круглую форму. 3 
Что это значит? Мы застали нейро- Рис. 3.1. Схематическое изображение 
спору сразу после ее кратковремен- гипотезы возникновения межаллельной 
ной диплоидной фазы — аски, иэти комплементации за счет кооперативного 
аски были гетерозиготны по гену эффекта в третичной структуре белковых 


Са С 


К. Споры-потомки одной аски суъединиц в гомодимере: 1 — нормальная 
должны нести аллели ги К в соот- третичная структура мономера; 
ношении 4 : 4, однако имеют один 2и3 — дефектная третичная структура; 
и тот же фенотип — круглые споры. 4 — гетеродимер с восстановленной 
Таким образом, перед нами редкий  третичной структурой 
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^ улили вап ога.е4и. 


Глава 3. Фенотип гетерозиготы 


8 $. 55 
\ её 
о о © 
у я 26 
о Е © т. 
[2 ©’ 
оО о@ ©. 
о 
© 
® } 
——_ Г о г №’ 


Рис. 3.2. Розетка асок нейроспоры, образовавшаяся 
от скрещивания мицелиев с генотипом 
К и гв отношении гена тоииа роте 


у нейроспоры случай до- 
минирования аллеля К 
над гв эфемерной дипло- 
идной фазе нейроспоры. 
Форма спор определяет- 
ся неким продуктом гена 
В, который был синтези- 
рован в аске или аскоген- 
ном гифе, т. е. еще до об- 
разования клеточной 
стенки между аскоспо- 
рами и тем самым равно- 
мерно — распределился 
по цитоплазме всей аски 
и, соответственно, всех 


спор, хотя часть из них не несет соответствующего аллеля. 

Аналогичным образом растения мака и иван-чая, происходящие от скре- 
щивания красноцветковых и белоцветковых линий и гетерозиготные в от- 
ношении аллелей одного определяющего окраску локуса, имеют фиолетовую 
пыльцу, несмотря на то что половина пыльцевых зерен несет мутантный ал- 
лель, неспособный к синтезу пигмента антоциана. 

Еще более любопытен пример с пресноводным брюхоногим моллюском 
прудовиком. У него известны расы с раковиной, закрученной в правую спи- 
раль, и расы с раковиной, закрученной влево. Внутри рас признак стабилен, 
мы заключаем, что ген либо гены, ответственные за направление закручива- 
ния раковины, находятся у них в гомозиготе, и при скрещивании рас должны 
получиться гетерозиготы. Осталось ВЫЯСНИТЬ, какой из аллелей доминирует. 
В действительности же оказывается, что у гибридов от такого скрещивания 
раковина всегда закручена в ту сторону, в которую она была закручена у ма- 
тери. Однако из икры таких гибридов ВЫВОДЯТСЯ ТОЛЬКО правозакрученные 
улитки, вне зависимости от того, кем они были оплодотворены (напомним, 
что брюхоногие моллюски — гермафродиты). Дело в том, что направление 
спирали зависит от ориентации веретена второго митоза дробления эмбриона, 
что показано на рис. 3.3`. 

Это направление задается организацией цитоплазмы яйцеклетки, которая 
формируется еще до мейоза, т.е. диплоидными клетками с генотипом матери. 
Направление же веретена второго митоза контролируется двумя аллелями од- 
ного гена таким образом, что аллель, определяющий правую спираль, домини- 
рует над аллелем, определяющим левую спираль. Но в данном случае фенотип, 
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соответствующий данному гено- 
типу, следует считывать не с са- 
мого организма, а с потомства, 
для которого организм являлся 
матерью. 


3.5. Множественный 


аоллелизм 


Терминология «доминант- 
ный/рецессивный» хороша для 
системы из двух аллелей, в дру- 
гих случаях эти понятия оказы- 
ваются относительными. Бывают 


случаи, когда имеется несколько Рис. 3.3. Первые два деления дробления 
аллелей, и один и тот же аллель эмбрионов прудовика с правоспиральной 
может быть доминантным по от- и левоспиральной раковинами 


ношению к одному, но рецессив- 


ным по отношению к другому. Открытие явления множественного аллелизма 
в свое время привело к отказу от теории присутствия-отсутствия (как сказал 
Т. Морган, одному присутствию не может соответствовать несколько отсут- 
ствий). Такова, например, серия аллелей по гену су кролика (рис. 3.4)". 


ГЕНЕТИЧЕСКОЕ ОПРЕ ИЕ 
ОКРАСКИ МЕХА У КРОЛИКОВ — 


Фенотип  Дикийтий  Шиншилив Гималайский — Альбиное» 


Рис. 3.4. Чучела кроликов разной окраски в связи с аллелями гена тирозиназы 


св Дарвиновском музее, г. Москва (во всех случаях показаны гомозиготы). 


Слева направо: дикий тип, фенотип «шиншилла», фенотип «калифорния», 


фенотип «альбино» 


"Рисунок любезно предоставлен Т.Д. Колесниковой. 
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У фенотипа «шиншилла» волосы имеют темные и светлые участки; у фе- 
нотипа «калифорния» окрашены выступающие части тела — он соответ- 
ствует окраске сиамских кошек; фенотип «альбино» действительно белый, 
но имеет темные глаза, т. е. это не альбинос (хотя показаны чучела со сте- 
клянными глазами). Каждый «более левый» аллель доминирует над «более 
правым». Молекулярная подоплека здесь такова. Ген с кодирует тирозина- 
зу — фермент, расщепляющий тирозин, причем продукт реакции является 
субстратом для процесса, приводящего к синтезу фермента меланина. Фено- 
тип определяется присутствием фермента в клетках волосяных фолликулов; 
если аллель может обеспечить его в тех или иных клетках, то это случится 
вне зависимости от того, одной или двумя копиями он будет представлен, 
т.е. доминирует тот аллель, который производит работоспособный фермент 
в большей части клеток. Фенотип «альбино» связан с тирозиназой, имеющей 
замену треонина на лизин в сайте гликозилирования. Фенотипы «шиншил- 
ла» и «калифорния» связаны с вариантами тирозиназы, имеющими общую 
замену глутамата на глицин, однако тирозиназа «шиншиллы» имеет и до- 
полнительную замену треонина на изолейцин. Аллель, кодирующий фено- 
тип «калифорния», термочувствителен. Нормальная температура тела кро- 
лика препятствует работе фермента, производимого термочувствительным 
аллелем, поэтому клетки волосяных фолликулов меланина не вырабатыва- 
ют, кроме выступающих частей тела, температура которых несколько ниже 
и оказывается ниже пороговой. В этом легко убедиться, выстригая шерсть 
на участке кожи — новая шерсть будет расти сначала темной, поскольку без 
волосяного покрова кожа будет охлаждаться. Понятно, что у гетерозигот бу- 
дет доминировать тот аллель, у которого температурный порог работоспо- 
собности белкового продукта окажется выше, так как одного работающего 
аллеля тирозиназы достаточно для синтеза меланина. 


3.6. Ступенчатый аллелизм 


Термин «ступенчатый аллелизм» был введен в 1930-е гг. Александром 
Сергеевичем Серебровским и Николаем Петровичем Дубининым для случая 
множественного аллелизма, при котором аллели можно выстроить в некий 
логически оправданный ряд в зависимости от их вклада в некий сложный 
признак. Этот термин имеет историческое значение, и ему не соответствует 
четко ограниченный класс явлений среди случаев множественного аллелизма 
вообще. Ряд аллелей по окраске кроликов также можно рассматривать как сту- 
пенчатый аллелизм, поскольку окраска в изображенном выше ряду прибывает 
справа налево. Однако термин был предложен для более интересного случая, 
анализ которого упомянутыми отечественными генетиками в конце 1920-х гг. 
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впервые показал, что ген не является неделимым наследственным фактором, 
а имеет некую внутреннюю структуру. 

Количество и расположение щетинок (представляющих собой органы 
осязания) на теле — хетотаксия — являются одними из основных признаков, 
на которых строится систематика членистоногих, особенно мелких членисто- 
ногих, где она жестко фиксирована. У дрозофилы имеется множество таких 
щетинок с жестко фиксированной позицией. Однако генетика дрозофилы 
убедительно демонстрирует нам, что хетотаксия не такой уж инвариантный 
таксонспецифичный признак. Существует множество мутаций, затрагиваю- 
щих хетотаксию, эффект большинства из которых состоит в исчезновении 
определенных их групп. Была выявлена серия рецессивных мутаций, приво- 
дящих к исчезновению определенных групп макрохет на груди дрозофилы 
(эти группы имеют специальные обозначения), которые оказались аллель- 
ными друг другу и были отнесены к одному локусу 5си!е (5с). В компаунде 
(гетерозиготе) эти аллели приводили к исчезновению только тех щетинок, 
которые исчезали в гомозиготе и по одному, и по другому аллелю. Иначе го- 
воря, если каждому аллелю в гомозиготе соответствовало некое множество 
исчезающих щетинок, то в гетерозиготе исчезали те щетинки, которые вхо- 
дили в пересечение этих множеств. 

Далее оказалось, что в том, какие группы щетинок могут одновременно 
удаляться в гомозиготе по некоему аллелю, существует определенная логика. 
Группы щетинок оказалось возможным перечислить в таком порядке, при 
котором, за немногими исключениями, каждый аллель удалял лишь смежные 
группы щетинок в этом списке. Отсюда генетики сделали казавшимся рево- 
люционным вывод, что локус сие подразделим на части, он линеен и со- 
стоит из сегментов, каждый из которых ответствен за присутствие какой- 
то группы щетинок, а мутации связаны с выпадением некоего количества 
смежных сегментов — выражаясь современным языком, с делециями той 
или иной длины. На рис. 3.5" приведена несколько обновленная и упрощен- 
ная схема локуса 5си с указанием районов, ответственных за группы хет 
и затрагивающих их мутаций. 

В дальнейшем оказалось, что данный локус еще сложнее — он кодирует 
два белковых продукта, т. е. представляет собой сложный локус асйеве-сие. 
В его обширной регуляторной зоне действительно есть последовательности — 
энхансеры, активирующие транскрипцию в определенных группах клеток — 
пронейральных кластерах. Благодаря активности этого гена они развивают- 
ся у мухи в осязательные органы, включающие в себя и щетинки. (Заметим, 
что транскрипция с нашего локуса необходима для развития щетинок, а на- 
личие и расположение самих пронейральных кластеров закладывается ранее 
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5сше? 
сие 
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усше* 
усше° 
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Рис. 3.5. Схематический план локуса асйеше-зсиЕ и его аллелей, связанных 
с делециями определенных участков: сверху — буквами обозначены группы 
щетинок на теле мухи, сирава — обозначения аллелей 


под действием других генов.) Схема локуса асйеве-сше, расположение про- 
нейральных кластеров личинки и развивающихся из них щетинок у взрослой 
мухи показано на рис. 3.6”. 

Бывают системы со множественными аллелями ОДНОГО локуса, имеющими 
сложные отношения как в случае рисунка на листе клевера ползучего (рис. 3.7 ^). 
Лист без рисунка соответствует рецессивной гомозиготе. Остальные аллели 
в разных сочетаниях частично доминируют друг над другом, частично дают 
в гетерозиготе качественно новый рисунок ЛИСТОЧКОВ, который, как правило, 
является промежуточным между рисунком соответствующих гетерозигот. 


3.7. Неполное доминирование 


Мы рассмотрели, как обстоят дела с цветом цветков гороха. Возьмем дру- 
гую пару гомозигот гороха, в данном случае по локусу ИН. Одна из них име- 


“улилитлап.са 
“Инге-Вечтомов С. Г. Генетика с основами селекции. Издательство Н-Л, 2010. 718 с. 
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аспаще 


Ргопечга! суизегз Зепзогу опчапз 


Рис. 3.6. Упрощенная схема расположения энхансеров в регуляторной области 
сложного локуса аспевае-зсше, пронейральных кластеров на имагинальном 
диске и соответствующих им групп щетинок на груди и крыле дрозофилы 


ет в дистальной части сложного листа К] 
усики, другая — листочки (рис. 3.8°). 
Как будет выглядеть гетерозигота? |\”* 
(Названия аллелей не подписаны спе- 
циально, так как были бы подсказкой.) 
Хорошо бы сообразить, имеется ли тут 
ситуация «дикий тип — нулевой ал- 
лель», т. е. функциональный и нефунк- 
циональный аллели. 

В мире живого белый цвет — это 
обычно всего лишь отсутствие цве- 
та, а для окраски организму, как пра- 
вило, нужно синтезировать какой-то 
пигмент. Если мы по аналогии будем 
формально придерживаться логики 
присутствия-отсутствия, то можем 
прийти к заключению, что функцио- 
нальный аллель кодирует присутствие 
листочков, а сломанный — их отсут- 
ствие, вернее, отсутствие листовых Рис. 3.7. Рисунок на листьях клевера 


пластинок, так что остаются одни ползучего в зависимости от генотипа 
лишь жилки, которые суть усики. в отношении локуса у 
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Однако хотелось бы 
обратить внимание на два 
обстоятельства. Одно про- 
стое — у обычного горо- 
ха в конце сложного листа 
обычно имеются усики, но 
не листочки. Кто-то, воз- 
можно, даже примет во 
внимание эволюционные 
соображения и вспомнит 
о родственных видах, на- 
пример, о мышином горош- 
ке (пусть это и другой род), 
у большинства из которых 
Рис. 3.8. Лист гороха дикого типа (слева) (но опять-таки не у всех) 


и гомозиготы по мутации И” (справа) имеются усики. Функция 

усика также известна — це- 

пляться за опору, так как стебель этих видов неспособен поддерживать массу 

листьев самостоятельно. Из этого он заключит, что «дикий» фенотип — это 

усики, стало быть, именно аллель с усиками функционален. Это было, так ска- 
зать, предположение, основанное на эмпирике. 

Можно выдвинуть и более глубокомысленное предположение. На листе 
справа листочки все одинаковые. Конечно, они слегка уменьшаются к верши- 
нелиста, но это может быть следствием какого-нибудь градиента в зачатке ли- 
ста, а для их построения используется явно одна и та же морфогенетическая 
информация. У того же листа, где имеются усики, появляется новое качество. 
Для построения такого листа явно нужна дополнительная информация для 
усиков, даже если она будет состоять всего лишь в запрете развития листо- 
вой пластинки. Из молекулярной биологии мы знаем, что у генов бывают ак- 
тиваторы и репрессоры, и все они являются белковыми продуктами каких-то 
других генов. Поэтому молекулярная функция гена может состоять не только 
в появлении, но и в исчезновении чего-нибудь в фенотипе. В нашем случае 
мы можем предположить, что функция гена И состоит в подавлении разви- 
тия листовой пластинки у усиков. Листочки же представляют собой то, что 
по-английски называется $тоип4 уе — изначальное состояние, состояние 
по умолчанию, которое возникает, если никакой фактор не повернет разви- 
тие в другое русло. (Хороший пример — женский пол, который у человека 
является полом по умолчанию, тогда как для развития по мужскому типу 
требуется запуск специальной молекулярно-генетической программы.) 
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На рис. 3.9` показано, [ 
как гетерозигота по гену 11 


(наверху и в середине вни- Г 
зу) выглядит на самом деле. __ 8. 

На первый взгляд, го- | ия 
лосование два соображе- № 


ния против одного приве- 

ло бы к верному решению 

вопроса в пользу того, { 
что функциональный ал- т. 
лель — тот, который дает 

усики вместо листочков. 

Это почти правильно. Од- Г. 
нако стоит присмотреться 

к гетерозиготе. Вы уви- 

дите, что ее усики имеют 
очень узкую листовую 
пластинку, т. е. гетеро- 
зигота имеет третий фе- Рис. 3.9. Лист гороха дикого типа (внизу в центре), 


И Пи НИ 


нотип, промежуточный гомозиготы (внизу справа) и гетерозиготы (вверху 
между фенотипом двух ивнизу слева) по мутации И (справа) 

гомозигот (хотя в нашем 

случае он ближе к одному из них). Таким образом, мы столкнулись со случа- 
ем неполного доминирования. 

Между прочим, для данной иллюстрации выбрана гетерозигота с наи- 
большим развитием листовой пластинки. Во многих случаях пластинку у ге- 
терозигот удается разглядеть только через лупу. В свое время мы показали, 
что такая изменчивость фенотипа «узкая листовая пластинка» у гетерозигот, 
скорее всего, связана с разной «силой» нормальных (!) аллелей. В гетерозиготе, 
полученной от скрещивания разных образцов гороха, имеющих с одной и той 
же линией И Н, аллели дикого типа Тр, полученные из разных источников, по- 
давляют развитие листовой пластинки в разной степени, что еще раз подчер- 
кивает условность понятия «аллель дикого типа». 

Очевидно, что принцип неполного доминирования должен быть какой- 
то иной, чем закон «все или ничего». Факт неполного доминирования говорит 
о том, что в данном случае имеет значение количество производимой мРНК 
и транслируемого с нее белкового продукта. Такое можно ожидать, когда рас- 
сматриваемый ген регуляторный и производит не фермент, а какой-то регуля- 


`Вегапикоу У. А., Соге] Е.Г., Возаапоуа У.5. ей а1. ЕНесё оРа зиб$аНоп оЁа $Вог 
сВготозоте зезтепе... 
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торный белок, связывающийся с регуляторным участком какого-то гена. Таких 
белков может синтезироваться всего несколько молекул, и не в каждой клетке 
им удается связаться с соответствующим участком ДНК в регуляторной обла- 
сти генов, которые они регулируют. 

Людей по их профессии можно условно разделить на рабочих и чиновни- 
ков. Первые ежедневно вынуждены производить большие объемы продукции, 
вторые за день оформляют всего несколько административных документов, 
которые кому-то что-то предписывают, к примеру, производить или не про- 
изводить большие объемы продукции. Среди генов дело в первом приближе- 
нии обстоит точно так же. Одни производят в достаточных количествах белки, 
нужные в клетке или за ее пределами, а вторые участвуют в управлении други- 
ми генами, производя совсем немного регуляторных белков, с ними связыва- 
ющихся. (Обычно гены «оформляют документ» только одного какого-то типа, 
но мы увидим еще, как некоторые гены за счет альтернативного сплайсинга 
умудряются выпускать и разные «циркуляры».) Если молекул в два раза боль- 
ше, то с вероятностью вдвое выше некий ген включится и произведет уже ка- 
кой-нибудь, скажем, фермент. В данном случае неполное доминирование у нас 
проявляет ген, который, по сути, определяет в своем функциональном состоя- 
нии появление одного органа (усика) на месте другого (листочка). Такие гены, 
приводящие к смене органов в определенной позиции, называются гомеозис- 
ными генами. (Хорошо известны гомеозисные гены дрозофилы, мутации по 
которым вызывают появление, к примеру, ног вместо усиков или второй пары 
крыльев вместо жужалец.) 

Заметим, впрочем, что выше мы разобрали аллель А, ответственный за за- 
пуск синтеза антоциана у гороха, который был доминантен, но также синтези- 
ровал регуляторный фактор. Типичный ген-чиновник, производящий фактор, 
который регулирует транскрипцию генов-рабочих (они кодируют ферменты 
синтеза пигмента), оказался классическим, самым известным примером пол- 
ного доминирвания. Таким образом, в вопросе о фенотипе гетерозиготы не 
следует слишком сильно полагаться на умозрительные рассуждения. Мы ви- 
дим, как легко в генетике давать молекулярные интерпретации а4 йос, но как 
сложно что-либо предсказать. 

Вот еще один хрестоматийный пример другого растения — львиного зева. 
У него, как и у гороха, тоже бывают красные и белые цветы. При скрещивании 
красноцветкового растения и белоцветкового образуются гибриды Е1, у кото- 
рых цветы розовые. Выясняется, что растения с красными цветами гомозигот- 
ны по некоему аллелю (условно обозначим его опять-таки А) и соответственно 
имеют генотип АА. Растения с белыми цветами гомозиготны по другому алле- 
лю а, т.е. имеют генотип аа. А гетерозиготы Аа имеют промежуточный цвет 
цветков — розовый. Опять-таки, мы видим, что количество красного пигмен- 
та фактически пропорционально дозе аллеля А: два аллеля — цветок красный, 
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один аллель — розовый, ни одного — белый. Природа соответствующего ло- 
куса пока неизвестна. 

Немногие знают, что с явлением неполного доминирования столкнул- 
ся еще Грегор Мендель, который скрещивал не только разные формы гороха 
(их он был склонен относить к одному виду, но не видел принципиального 
значения в том, какой таксономический ранг следует придавать исследуемым 
формам), но и разные виды фасоли Рйазеоиз тиШЙогиз с пурпурно-красными 
цветами и красными в черную крапинку семенами, а также Риа5еом5 уиват15 
(использовавшуюся разновидность он называл Рйазеоиз папи$з) с белыми 
цветками и семенами. Гибриды первого поколения имели цветы с измен- 
чивой окраской от бледно-фиолетовой до пурпурной, а окраска семян была 
бледнее, чем у Р ти!Логиз, и также изменчивой. Эти данные были опубли- 
кованы Менделем в той же знаменитой статье, в которой он описал и резуль- 
таты опытов с горохом. 

Схожие по фенотипическому проявлению с рассмотренными выше му- 
тациями кролика, мутации тирозиназы известны и у кошек, хотя они связаны 
с другими аминокислотным заменами. Фенотипу «калифорния» соответствуют 
сиамские кошки, у которых имеется замена глицина на аргинин, приводящая 
ктермочувствительности фермента (мы видим фенотин, сходный с фенотипом 
«калифорния» кролика, но приводит к нему совершенно иная аминокислотная 
замена). Кроме того, у кошек встречается так называемый «бирманский фено- 
тип», с менее термочувствительным белком и, соответственно, более развитой 
окраской на теле; он связан с заменой глицина на триптофан. Гетерозиготы 
по «сиамскому» (С°) и «бирманскому» (с’) аллелям имеют промежуточную окра- 
ску: аллель с’ в компаунде с с`*, т. е. в половинной дозе, не способен произвести 
своего менее термочувствительного продукта в количестве, достаточном для 
формирования окраски, 
неотличимой от гомози- 
готы с? с. Таким образом, 
смесь ферментов двух ва- 
риантов, из которых один 
термочувствительнее дру- 
гого, приводит к тому, что 
термочувствительность 
тирозиназы в целом ока- 
зывается промежуточной, 
т. е. мы снова имеем слу- Рис. 3.10. Котята одного помета сиамского (слева), 


чай неполного доминиро- бирманского (справа) и промежуточного (в середине) 
вания. На рис. 3.10” изо- фенотипа 


“улилигаузВагед.ги. 
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бражены котята одного помета, из которых левый имеет сиамский фенотин, 
правый — бирманский, средний — промежуточный. 

Кстати, гибрид между шиншилловым кроликом и кроликом альбино так- 
же имеет окраску шерсти более светлую, чем у шиншиллового, т. е. в том слу- 
чае также проявляется промежуточное наследование. 

Полное доминирование предполагает развитие признака по закону «все 
или ничего». Как мы рассуждали выше, оно может быть следствием того, что ло- 
кус кодирует фермент или регуляторный фактор, присутствие которого в клетке 
важно, а количество — нет; а может быть связано с пороговым эффектом кон- 
центрации какого-то вещества, например, регуляторного фактора или морфо- 
гена. В действительности снижение дозы функционального аллеля вдвое редко 
проходит совершенно незамеченным для всего биохимического процесса, в ко- 
тором участвует его молекулярный продукт, даже в случае если это фермент; 
и строгими количественными методами возможно зафиксировать отличие фе- 
нотипа гетерозиготы от фенотипа гомозиготы по нормальному аллелю. С хими- 
ческой точки зрения речь идет о том, в какой мере кинетика реакции, контро- 
лируемой локусом, — скорость катализируемой реакции в случае фермента или 
степень связывания регуляторного белка с ДНК — является лимитирующей для 
кинетики всего процесса, результат которого мы регистрируем в качестве фено- 
типа. Если стадия, контролируемая локусом, является лимитирующей, то разли- 
чие в дозе его молекулярного продукта будет хорошо ощущаться, и мы, скорее 
всего, столкнемся со случаем неполного доминирования. Если контролируемая 
стадия избыточна — достаточно самого факта присутствия молекулярного про- 
дукта, мы будем иметь полное доминирование функционального аллеля. 

В случае окраски кошек мы фиксируем достаточно незначительную раз- 
ницу, поскольку наш глаз — чувствительный прибор, настроенный на вариа- 
ции яркостей именно в том диапазоне, в котором варьирует окраска живот- 
ных и растений. В других случаях нам может помочь аналитическая химия 
или иные методы количественных измерений фенотипа. Таким образом, до- 
минирование оказывается всего лишь количественной мерой отличия фено- 
типа гетерозиготы от одной из гомозигот, которую можно выразить в долях 
от единицы. Как и любой количественный признак, эта мера имеет некоторый 
разброс и описывается средним распределением. На рис. 3.11 показано, как 
в терминах распределений значения некоего измеряемого (количественного) 
признака будут выглядеть случаи полного доминирования, неполного доми- 
нирования, а также весьма частые промежуточные случаи, которые сложно 
интерпретировать в этих терминах. 

Следует сделать еще одну оговорку относительно «диалектов генетическо- 
го языка». Авторы статей по медицинской генетике не делают различий между 
полным и неполным доминированием, а любой фенотип рассматривается лишь 
вего отношении кнормальному. Если патологический признак или синдром раз- 
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вивается лишь у гомозигот по какому-то 
аллелю, то этот аллель совершенно кор- 
ректно называют рецессивным. Если же 
патологический фенотип в какой-то мере 
проявляется и у гетерозигот, то его на- 
зывают доминантным, даже если степень 


этого проявления много меньше, чем 
у гомозиготы, т. е. имело место неполное 
доминирование. (Во многих случаях го- 


мозиготы по такому аллелю вообще не- 
жизнеспособны и в анализ не попадают). 
Это идет вразрез с общей устоявшейся 
практикой применения термина «доми- 
нирование» в генетике. 
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Рис. 3.11. Доминирование (вверху), 

Выше мы отмечали, что практиче- неполное доминирование (в середине) 
ски любой признак можно рассматри- и промежуточный случай (внизу) 
вать как количественный. Как и любой втерминах распределений значений 
количественный признак, фенотип признака. Везде левое и правое 
гетерозиготы может быть подвержен распределение соответствует 
влиянию многих факторов, например, гомозиготам, среднее — гетерозиготе 
влияющих на кинетику протекания 
других стадий того же химического процесса, который в той или иной мере 
лимитируется рассматриваемым локусом. Отсюда, в частности, следует, что 
сама степень доминирования может оказаться изменчивой даже для одного 
и того же локуса и у одного и того же объекта. 

Известен редкий случай, когда доминирование зависит от такого факто- 
ра, как пол. У овец дорсетской породы рога имеют не только бараны, но и ярки 
(самки), хотя у последних рога менее крупные. Существуют также породы овец, 
где оба пола комолые. Рогатость/комолость определяется одним локусом й: ал- 
лель, в гомозиготе дающий рогатость, обозначается большой буквой Н, аллель 
комолости — й. В скрещиваниях пород обоих типов выяснилось, что у бара- 
нов Н доминирует над Й, но это доминирование неполное — рога у гетерозигот 
Н й существенно меньше, чем у гомозигот Н Н. В то же время у ярок доминиру- 
ет «комолый аллель» И. По сути же речь идет о разной степени выраженности 
рогов у гетерозигот разных полов, причем у одного из полов выраженность 
нулевая.В опытах по кастрации баранов выяснилось, что доминирование ал- 
леля Н, вернее, его проявление в виде наличия хоть каких-то рогов в гетерози- 
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готе, зависит от уровня тестостерона. Однако мы знаем, что у большинства по- 
род овец рога имеют только бараны, т. е. в большинстве случаев рога являются 
признаком, ограниченным полом. Это означает, что либо «рогатый», т. е. дикого 
типа аллель Н дорсетской породы, в действительности сильнее аллелей дико- 
го типа других пород, поэтому в гомозиготе способен индуцировать развитие 
рогов даже у самок. Либо у дорсетской породы есть какие-то дополнительные 
генетические факторы (гены-модификаторы), облегчающие проявление алле- 
ля Ну самок, например, приводящие к повышенному уровню тестостерона, 
причем этот повышенный уровень должен проявлять доминирование, так как 
сам феномен инверсии доминирования наблюдается у гибридов дорсетской 
породы с комолой. 

Сходным образом у разных полов меняются на противоположные отно- 
шения доминирования между аллелями локуса, определяющего масть у айр- 
ширской породы крупного рогатого скота. 

Но такие случаи инверсии доминирования все же очень редки. Долгое 
время бытовал миф о том, что подобным же образом ведет себя ген ранне- 
го облысения человека, который якобы доминантен у мужчин, но рецессивен 
у женщин. (Обратим внимание, что в таких случаях, когда мы еще ничего не 
знаем о локусе, все же удобнее говорить «ген», а не «аллель».) При исследова- 
нии вопроса в Интернете обнаружилась любопытная картина: это оказалось 
весьма популярным поучительным примером в учебно-методической лите- 
ратуре по генетике, как на русском, так и на английском языках, где нередко 
задаются генетические задачи с участием этого гена. В то же время ничего по- 
добного не обнаруживается в собственно научных статьях, из которых следу- 
ет, что ген облысения находится в Х-хромосоме и у мужчин не доминирует, 
а просто оказывается в гемизиготе. Судя по всему, миф об аутосомной локали- 
зации гена раннего облысения и инверсии доминирования восходит к статье 
Наш ШЩоп }.В. Рацегпе4 Баш: 105$ ш теп: (урез ап4 ша епсе // Аппиа| Веме\м” оЁ 
Фе Ме\ Уогк Асадешту оЁ $<1епсез. 1951. Уо]. 53. № 3. Р. 708-721, которая отсут- 
ствует в свободном доступе. Мы видим весьма поучительный пример того, как 
научный миф благодаря своей дидактической привлекательности держится 
в сфере образования более полувека. 


3.9. Кодоминирование 


Неполному доминированию в чем-то аналогично кодоминирование: одно- 
временное наличие в фенотипе гетерозиготы признаков, наблюдаемых порознь 
у гомозигот по обоим аллелям. Во времена, когда работали в основном с внеш- 
ними признаками, кодоминирование считалось нечастым явлением. Приведем 
случай кодоминирования внешних признаков из собственной практики. У неко- 
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торых форм дикорастущего вида гороха Рбит р ит на стенках бобов имеются 
довольно крупные пурпурно-фиолетовые (антоциановые) штрихи. У некото- 
рых форм дикорастущего подвида посевного гороха Рёит 5аНуит заБзр. еаНиу 
на стенках бобов имеются мелкие пурпурно-фиолетовые точки. Гибридизация 
между разными видами гороха затруднена, но возможна. У гибридов на стенках 
бобов присутствует пурпурно-фиолетовая окраска обоих типов. 

С развитием биохимии и молекулярной биологии кодоминантных аллелей 
стало участвовать в опытах во много раз больше, чем всех прочих. Это произо- 
шло вследствие того, что люди научились наблюдать либо сам молекулярный 
продукт гена, в молекулярном понимании, либо вообще «сам этот ген». 

Дело в том, что макромолекулы (белки, ДНК) обычно анализируют с по- 
мощью электрофореза. Молекулы растворяют в водных растворах с такими 
условиями, в которых они приобретают заряд (а многие белки и ДНК его 
имеют и в «нормальных условиях») и заставляют двигаться через гель под 
действием электростатического поля. К примеру, ДНК анализируют в агаро- 
зе — геле из полисахарида, извлекаемого из красных водорослей, который ис- 
пользовался в качестве желе в дальневосточных странах. Короткие фрагменты 
ДНК анализируют в более плотном полиакриламидном геле. Белки подвер- 
гают электрофорезу обычно в крахмальных или полиакриламидных гелях. 
Под действием постоянного электрического поля молекулы вынуждены про- 
тискиваться сквозь нити сетки, и скорость их продвижения в электрическом 
поле зависит от заряда, размера и формы молекулы и параметров сетки. В ре- 
зультате все однотипные молекулы движутся с одной скоростью и образуют 
на геле мигрирующую полоску. А молекулы другого типа — другую полоску, 
мигрирующую с другой скоростью. 

На рис. 3.12, а показана электрофореграмма белка семян гороха $СА. Это 
короткий очень гидрофильный белок, достигающий большой концентрации 
в семядолях сухих семян, по всей видимости, он замещает собой воду. В дан- 
ном случае он был экстрагирован из муки хлорной кислотой, переосажден 
в ацетоне, растворен в малом объеме и подвергнут электрофорезу в полиакри- 
ламидном геле в кислых условиях. При этом он имеет положительный заряд 
и движется к аноду. На дорожках слева и справа — экстракты из семян, гомо- 
зиготных по аллелям, кодирующим медленный и быстрый аллельные вариан- 
ты этого белка, имещие, соответственно, 10 и 11 остатков лизина (обозначают- 
ся верхними индексами «5» и «Ь»), посередине их гибрид — гетерозигота. Как 
видим, фенотип, в данном случае электрофоретический паттерн, гетерозиготы 
представляет собой сумму фенотипов гомозигот. Кстати, проблема аллельно- 
сти/неаллельности генов, кодирующих белки, видимые на электрофореграм- 
ме, стоит и в этом случае. Можно заметить, что в спектре гибрида и ниже $СА 
также заметны гетерозиготные фенотипы по некоторым электрофоретиче- 
ским полосам. Значительные различия в подвижности серий обсуждаемых 
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Рис. 3.12. Электрофореграммы белков гороха $СА (а) и гистон Н1 (6) 


в полиакриламидном гене и продуктов рестрикции амплифицированного 
фрагмента ДНК гена металлотинеина гороха в агарозном геле (в) 


полос при незначительных различиях предполагаемых аллельных вариантов 
позволяют нам предположить, что именно последние аллельны друг другу. 
Доказать это можно, лишь повысив специфичность выделения индивидуаль- 
ных белков или изучив свойства тех, которые выделяются на электрофорезе. 
В данном случае аллельность электрофоретических вариантов (иногда гово- 
рят — электроморф) была подтверждена анализом аминокислотного состава 
и общими антигенными свойствами. 

Однако бывают и более сложные случаи. На рис. 3.12, б мы видим феноти- 
пы заведомо гомозиготных родителей (использовались чистые линии гороха, 
являющегося самоопылителем) и гетерозиготного гибрида первого поколения 
гороха в отношении гистона Н1. Процедура выделения и электрофореза такая 
же. У родителей мы различаем на электрофореграмме по 7 неаллельных вари- 
антов, или субтипов гистона Н1 (напомним, что соответствующие им гены яв- 
ляются паралогами), различающихся по электрофоретической подвижности. 
Электрофоретический паттерн гибрида представляет собой сумму паттернов 
родителей: мы видим все наблюдавшиеся у них 12 полос. 

Близость подвижностей и концентраций позволяет нам предположить их 
аллельность, однако их следует доказывать дополнительными методами. Для 
большинства полос на рис. 3.12, 6 их взаимная аллельность была доказана пу- 
тем расщепления молекулы по немногим остаткам тирозина, выявляющим об- 
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щий план ее строения. Однако в области неаллельных субтипов 3—4 взаимная 
аллельность электрофоретических полос так и остается предположением. 

На рис. 3.12, в показана электрофореграмма фрагмента ДНК в агарозном 
геле. Яркий фрагмент ДНК был амплифицирован при помощи полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) с фрагмента гена металлотинеина гороха, а потом об- 
работан эндонуклеазой рестрикции Е5а|[, которая расщепляет молекулу ДНК 
везде, где встретится палиндромная последовательность нуклеотидов са. 
Первые две дорожки — гомозиготные родители, третья — гибрид. Как ви- 
дим, на первой дорожке фрагмент ДНК оказался более подвижным. Это зна- 
чит, что он короче, т. е. рестриктаза отрезала некий фрагмент с одного из его 
краев. У второго родителя в соответствующем фрагменте гена сайта рестрик- 
ции не нашлось. У гибрида ППР амплифицировала оба варианта фрагмента 
гена, с сайтом и без. Нас не должно смущать слегка неравное количество того 
и другого, поскольку в реальном опыте фермент зачастую не разрезает все без 
исключения молекулы, а ПЦР — реакция, не вполне способная служить ко- 
личественной мерой концентрации исходной матрицы, поскольку при ампли- 
фикации усиливаются флуктуации концентрации. 

Хрестоматийный пример кодоминирования — группы крови человека 
и их наследование. Есть четыре группы крови. Они определяются тремя алле- 
лями одного гена, обозначаемыми 0), А и В; 0 — это нуль-аллель. У гомозигот 
00 эритроциты несут на поверхности некий гликопротеид, который, в свою 
очередь, несет гетероо- 
лигосахарид, состоящий 
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№-ацетилгалактозамин, Рис. 3.13. Схематическое изображение олигосахаридов 


а аллель В — вариант, на поверхности эритроцитов, ответственных за группы 
который пришивает крови человека 
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галактозу (рис. 3.13”). Присутствие одного из этих ферментов приводит к мо- 
дификации всех имеющихся четырехчленных олигосахаридов с превращени- 
ем их в пятичленные в соответствии с типом фермента. Если присутствуют 
оба варианта фермента, индивидуальные молекулы олигосахаридов будут мо- 
дифицированы с равной вероятностью одним из двух способов, а на поверх- 
ности эритроцитов появятся одновременно олигосахариды А и В. 

Таким образом, мы имеем четыре фенотипа: 0, А, Ви АВ. Это и есть четы- 
ре группы крови в другой системе обозначений — Г, П, Ши ТУ. 

Давайте запишем все возможные для трех аллелей генотипы диплоид- 
ных людей и посмотрим, какие им соответствуют фенотипы. Число различ- 
ных генотипов равно числу сочетаний из трех по два, т. е. шесть: 00; ОА; ОВ; 
АА; ВВ; АВ (порядок букв не важен, так как речь идет всего лишь о наличии 
соответствующего аллеля в ядре). Теперь вычислим, какие им соответствуют 
фенотипы. 


Генотип Фенотип Группа крови в старой номенклатуре 
00 0 1 

ОА А П 

ОВ В Ш 

АА А П 

ВВ В Ш 

АВ АВ ГУ 


В данном случае аллель А доминантен по отношению к аллелю 0, аллель 
В тоже доминантен по отношению к аллелю 0) а аллели А и В по отношению 
друг к другу кодоминантны, т. е. проявляются совместно. 

Вы знаете, что произойдет, если человеку перелить кровь, где эритроциты не- 
сут олигосахариды, отсутствовавшие у этого человека. Кровь немедленно коагу- 
лирует. Наши олигосахариды являются очень хорошими антигенами для иммун- 
ной системы. В результате человеку с группой крови 0 можно переливать только 
кровь той же самой группы, человеку с группой крови АВ можно переливать лю- 
бую кровь (отвлечемся от наличия групп крови по другим антигенам). Однако по- 
чему же иммунный ответ развивается так быстро, ведь по идее сначала антиген 
должен быть предъявлен наивным лимфоцитам, нужные лимфоциты должны на- 
чать пролиферировать и т. д.? Мгновенный иммунный ответ говорит о том, что 
в крови уже присутствуют антитела ко всем тем типам рассмотренных олигосаха- 
ридов, которые не представлены на эритроцитах данного индивидуума. В чем же 
дело? Дело в том, что такие же олигосахариды располагаются на клеточных стен- 
ках кишечной палочки, поэтому организм человека знакомится с этими антигена- 
ми вскоре после рождения, причем иммунная система не реагирует на антигены, 
идентичные «своим», но вырабатывает антитела к «чужим». 


`епмаре(а.ого, с изм. 
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Теперь посмотрим на зимограмму алкогольдегидрогеназы созревающих 
пыльников сахарной свеклы (рис. 3.14‘). Зимограмма — термин, без которого 
можно было бы обойтись, однако он существует. Так называется электрофоре- 
грамма, на которой ферменты (энзимы), подвергшиеся электрофорезу, визуа- 
лизованы путем добавления аналога их субстратов, которые после расщепле- 
ния ферментами образуют окрашенный продукт. Специфического выделения 
при этом нет, зато есть специфическое окрашивание. На старт крахмального 
геля наносят простой гомогенат живой ткани, а условия электрофореза тако- 
вы, что фермент не теряет своей активности. 


де 


Рис. 3.14. Зимограмма алкогольдегидрогеназы 


созревающих пыльников сахарной свеклы 


Это зимограмма алкогольдегидрогеназы получена из пыльников сахар- 
ной свеклы по мере их созревания — от самых молодых слева до зрелых спра- 
ва. Все они взяты с растения, гетерозиготного по гену АйЙ1. Здесь не показан 
фенотип гомозигот, однако в фенотипе каждой из них имеется только одна 
полоса, соответственно быстро либо медленно мигрирующая в электрофоре- 
зе. У гетерозиготы мы должны ожидать присутствие сразу обеих полос. Наши 
ожидания оправдались. Однако в левой части мы видим в дополнение к ним 
также третью, промежуточную полосу, которая к тому же исчезает на опре- 
деленном этапе созревания пыльника. Что это за полоса, откуда она берется 
и куда девается? Это гетеродимер. Алкогольдегидрогеназа существует в виде 
димера, который сохраняется в электрофорезе. При образовании димера ал- 
лельный вариант мономера не имеет никакого значения, поэтому случайно об- 
разуются два типа гомодимеров и гетеродимер. Но куда он девается по мере 
созревания пыльника? Что происходит во время этого самого созревания? 

При созревании пыльников имеет место микроспорогенез, который вклю- 
чает в себя мейоз. Продукты мейоза — микроспоры, а в дальнейшем пыльце- 


“Рисунок любезно предоставлен А.А. Коноваловым. 
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вые зерна гаплоидны. В микроспорах наш ген работает, и его белковый продукт 
вырабатывается непрерывно, а не был наработан еще в мейоците. В каждой га- 
плоидной клетке работает только один аллель алкогольдегидрогеназы, поэтому 
образуется только один из вариантов гомодимеров. Препарат из большого ко- 
личества пыльцы содержит оба варианта гомодимеров, но не содержит гетеро- 
димера. 

Этот случай сложно описать формально в терминах кодоминирования 
или неполного доминирования — в пока еще диплоидных клетках присут- 
ствуют оба феномена одновременно. Происходит сложение фенотипов двух 
гомозигот (как при кодоминировании) и прибавление к ним промежуточно- 
го фенотипа (соответствующего неполному доминированию). А можно было 
бы сказать и так, что фенотип гетерозиготы «превосходит» фенотип обеих 
гомозигот. 


3.10. Сверхдоминирование 


Между тем термин сверхдоминирование существует и используется актив- 
нейшим образом, что входит в явное противоречие с дефицитом реально из- 
вестных случаев сверхдоминирования. Вы, возможно, слышали, что есть такое 
явление, как гетерозис, или гибридная сила. Оно состоит в том, что общая жиз- 
ненность, т. е. размер, плодовитость, скорость развития, здоровье или все вме- 
сте взятое, гибридов часто превосходит таковую родительских форм. У этого 
явления есть два объяснения — «спокойное» и «романтическое». Оба они от- 
талкиваются от того, что у гибридов высока гетерозиготность (доля локусов, 
несущих разные аллели, среди всех локусов). Спокойное объяснение состоит 
В ТОМ, ЧТО В этой ситуации невелика вероятность того, что нуль-аллели или 
аллели со сниженной активностью молекулярного продукта окажутся в го- 
мозиготе. У гибридов в большинстве локусов оказывается как минимум один 
полноценный аллель, и гибриды тем самым как бы приближаются к «идеаль- 
ной особи» своего вида. 

«Романтическое» объяснение предполагает, что существуют локусы, гете- 
розиготность по которым ценна сама по себе, поскольку приводит к феноти- 
пу, который «лучше», чем фенотип обеих гомозигот. Когда было обнаружено, 
что в природных популяциях велика доля иолиморфных локусов, т. е. локусов, 
представленных более чем одним аллелем (а это несколько противоречило 
представлениям о том, что естественный отбор должен был сохранить только 
«лучшие» аллели) было высказано предположение, что многие из таких слу- 
чаев представляют собой сбалансированный полиморфизм, который поддер- 
живается именно благодаря превосходству гетерозигот. Дальнейшее развитие 
популяционной и эволюционной биологии привело к осознанию того, что 
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большая часть подобного полиморфизма попросту нейтральна, т. е. не влияет 
на приспособленность, не замечается естественным отбором и поэтому сохра- 
няется в популяциях, а сбалансированный полиморфизм — явление крайне 
редкое. Однако эта точка зрения была принята с большим трудом, и многие 
продолжали полагать сверхдоминирование как причину высокого уровня по- 
лиморфизма. Одним из ученых, верившим в большую роль сверхдоминиро- 
вания в равновесии, в котором якобы пребывают природные популяции, был 
выдающийся сооснователь синтетической теории эволюции Эрнст Майр. Обо 
всем этом вы узнаете подробно из курса эволюционного учения. 

Конкретные примеры сверхдоминирования немногочислены. 

В 1940-е гг. сообщалось, что таковое наблюдается в случае локуса ефопу (е) 
дрозофилы (сейчас известно, что этот ген кодирует В-аланин-дофамин- 
синтетазу и участвует в формировании пигментации и метаболизме дофами- 
на — важного нейромедиатора). Мухи, гомозиготные по единственной извест- 
ной в то время мутации е, имеют темную окраску и отличаются жизненностью, 
сниженной до 80 % от нормы. Утверждалось, что гетерозиготы е* е отличались 
более высокой жизненностью, чем гомозиготы е*е* по нормальному аллелю. 
Однако в подробном описании фенотипов различных аллелей локуса е в гомо- 
и гетерозиготе на интернет-ресурсе ВИр://мгиги.ЯуБазе.оге, содержащем исчер- 
пывающую информацию по генетике дрозофилы на данный момент, такой 
эффект не упоминается. 

Сообщалось также о сверхдоминировании в случае локуса льна, ответ- 
ственного за устойчивость к грибковым заболеваниям, причем здесь предпо- 
лагается довольно простой механизм сверхдоминирования. Разные аллели 
обеспечивают устойчивость к разному набору заболеваний, гетерозигота же 
устойчива к объединенному по обоим аллелям набору заболеваний. Механиз- 
мы такого явления могут быть связаны с тем, что эти аллели продуцируют 
ингибитор некоего грибного фермента, активный центр которого изменчив 
у разных грибов. 

Классическим и бесспорным примером сверхдоминирования является 
серповидно-клеточная анемия человека. Эта болезнь связана с заменой в ше- 
стом кодоне (САС на СТО) гена НВВ бета-глобина (соответствующий аллель 
обозначается как НВВ°) — одного из двух компонентов гемоглобина, что при- 
водит к замене глутамата на валин в позиции 6-го белкового продукта. Валин, 
находящийся в бета-складке, может нековалентно связываться с гидрофоб- 
ным регионом другой молекулы бета-глобина, который открывается у его де- 
оксигенированной формы. В условиях недостатка кислорода молекулярные 
продукты такого аллеля гена бета-глобина в составе гемоглобина необратимо 
слипаются, образуя цепочки (такой гемоглобин называют гемоглобином 5). 
Способность транспортировать кислород у подобных эритроцитов снижена. 
Сами эритроциты при этом необратимо принимают ригидную (неэластич- 
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ную) вытянутую форму (в отличие от пла- 
стичных дисковидных эритроцитов в норме) 
и, как следствие, делаются хрупкими и лег- 
ко разрушаются в капиллярах. Кроме того, 
они подвергаются гемолизу в селезенке, что 
и приводит собственно к анемии (недостат- 
ку гемоглобина в крови). Более того, такие 
эритроциты повреждают и закупоривают 
сами капилляры, нарушая кровообращение 
в тканях. Это приводит к разнообразным не- 
приятным симптомам у носителей мутации 
в гомозиготе, в том числе болезненным кри- 
зисам, предрасположенности к пневмонии 
Рис. 3.15. Эритроциты больного и т. д. На рис. 3.15’ показаны эритроциты 
серповидноклеточной анемией — вкрови больного серповидно-клеточной ане- 
мией. Только что образовавшиеся эритроци- 
ты имеют нормальную форму, преобразующуюся в «серповидную» при недо- 
статке кислорода, поэтому в крови присутствуют оба типа клеток. 
Хрупкость аномальных эритроцитов приводит, в частности, к тому, что 
они легко разрушаются от присутствия малярийного плазмодия, который в ре- 
зультате погибает. Кроме того, плазмодий затрудняется усваивать аномальный 


гемоглобин. 

У гетерозигот НВВ НВВ?° практически не наблюдается симптоматики ане- 
мии. Патологические кризисы могут проявляться в условиях недостатка кисло- 
рода (допустим, в высокогорьях) или при сильном обезвоживании. Имеет так- 
же место нарушение концентрирования мочи в почках. Будучи практически 
здоровыми людьми, гетерозиготы в дополнение к этому имеют и устойчивость 
к малярии (впрочем, не абсолютную). В результате в условиях малярийных оча- 
гов их жизнеспособность в целом оказывается выше жизнеспособности обе- 
их гомозигот. Как следствие, около трети коренного населения Африки к югу 
от Сахары несет НВВ?в гетерозиготе. Более того, данная мутация независимо 
возникала в Африке несколько раз на основе разных нормальных аллелей гена 
гемоглобина и была поддержана естественным отбором — выделяют камерун- 
ский, сенегальский, бенинский, бантуский и саудовско-азиатский мутантные 
аллели. 

В приведенном выше примере по всем признакам, связанным с кровенос- 
ной системой — даже по подверженности малярийной инфекции, — наблюдает- 
ся неполное доминирование. Однако в связи с разнонаправленностью эффекта 
относительно общей жизнеспособности, а именно с тем, что по большинству 
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параметров носители мутантного аллеля проигрывают норме, а по резистент- 
ности к плазмодию, наоборот, выигрывают, имеет место сверхдоминирование 
по такому признаку фенотипа, как общая жизнеспособность в тропиках. 

С устойчивостью к малярии связаны также многие случаи существования 
в человеческих популяциях сбалансированного полиморфизма по другим де- 
фектам глобинов, носящим обобщенное название «талассемии» (06 этом будет 
сказано в гл. 4). 

Существует еще одно неприятное наследственное заболевание челове- 
ка — муковицсидоз, возникающее у гомозигот по мутантному аллелю гена, 
кодирующего белок, который ответствен за трансмембранный транспорт ио- 
нов хлора. Синдром муковисцидоза возникает среди европейцев с частотой 
1:2000-1:2500 (около 0,04 %), около 2-5 % европейцев — носители мутантно- 
го аллеля в гетерозиготе. Синдром связан с повышенной вязкостью секрета 
всех желез, при этом, в частности, нарушается работа ресничек, в результате 
чего страдают легкие. Кроме того, поражается пищеварительная система, по- 
товые железы. Без должного лечения больные редко доживают до взросления, 
а мужчины всегда стерильны (т. е. имеет место еще и естественный отбор про- 
тив этой мутации). Гетерозиготность по мутантному аллелю, возможно, имеет 
преимущество. Опыты с мышами показывают, что гетерозиготы демонстри- 
руют устойчивость к холере и туберкулезу. Не исключено, что такая высокая 
частота данного аллеля среди европейцев связана именно с естественным от- 
бором со стороны этих (а возможно, и других) инфекционных заболеваний. 

Любопытные результаты были получены в Институте цитологии и ге- 
нетики СО РАН В.А. Бердниковым, изучавшим полиморфизм по гистону 
Н5 птиц. Н5 — это линкерный гистон, возникший на основе гистона Н1] и обе- 
спечивающий плотную упаковку хроматина в прекративших функциониро- 
вание ядрах эритроцитов позвоночных (все позвоночные, за исключением 
млекопитающих, имеют ядерные эритроциты). Межвидовая изменчивость 
гистона Н5, как правило, касается длины его С-терминального домена, от- 
ветственного за связывание молекулы с ДНК; так что эта длина может влиять 
на константу такого связывания. Обычно этот белок не проявляет внутриви- 
довой изменчивости, однако у видов птиц семейства вьюрковых полиморфизм 
по длине С-терминального домена оказался довольно обычным явлением, бу- 
дучи особенно ярко выражен у чечетки. В новосибирской популяции чечетки 
было обнаружено пять аллельных вариантов данного белка, отличающихся 
друг от друга количеством копий (от 3 до 7) тандемно повторенного фраг- 
мента длиной в шесть аминокислотных остатков в С-терминальном домене. 
На рис. 3.16`, а приведена гистограмма распределения популяционных частот 


`Бердников В.А., Горель Ф.Л., Родин С.Н. Внутривидовой полиморфизм по ги- 
стону Н5 у обыкновенной чечетки (Асап 1$ Йаплтеа Г.) // Докл. АН СССР. Т. 271. № 3. 
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аллелей, характеризующихся определенным количеством внутригенных по- 
второв, соответствующих повтору шести аминокислот в белковом продукте, 
которое резко асимметрично. 
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Рис. 3.16. Распределение частот аллелей гена гистона Н5, различающихся по числу 
копий повтора в С-терминальном домене белкового продукта (а) и условного 
среднего числа повторов в гистоне Н5 индивидуумов с различным генотипом 

в отношении этого гена (6) в новосибирской популяции чечетки 


Однако распределение становится много более симметричным, если мы 
перейдем от частот аллелей к частотам генотипов, условно приписав каждой 
особи «среднюю длину» (измеренную в количестве повторненных единиц) мо- 
лекулы гистона Н1 в ее диплоидных клетках. Для этого гетерозиготным осо- 
бям приписывается длина молекулы, усредненная для двух присутствующих 
у нее аллельных вариантов (рис. 3.16, 6). 

Среднее значение обоих распределений совпадает и равно 5,7 повторам. 
Создается впечатление, что “средняя длина” является оптимальной для вида, 
но ее не обеспечивает ни один реально присутствующий аллельный вариант. 
У симметричного распределения среднее значение совпадает с модальным, 
таким образом наибольшее число особей имеет «среднюю длину» гистона 
Н5, наиболее близкую к оптимальной, и все они — гетерозиготы. В этой си- 
туации отбор, направленный на достижение «оптимальной средней длины» 
гистона Н5, с необходимостью будет поддерживать полиморфизм по этому 
белку в данной популяции. 


3.11. Проявление мутации только в гетерозиготе 


Жизнь на Земле настолько разнообразна, начиная от изобилия биологи- 
ческих видов и кончая особенностями генетической системы управления раз- 
витием организма у каждого из них, что обычно удается найти примеры почти 
любой теоретически возможной ситуации. Допустим, если нередко встреча- 
ются случаи, когда трем генотипам, возможным для двух аллелей одного Ло- 
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куса, а именно двум гомозиготам и одной гетерозиготе, соответствуют всего 
два фенотипа, поскольку гетерозигота имеет тот же фенотин, что и одна из го- 
мозигот (а это все случаи полного доминирования), то почему бы не поискать 
и такие случаи, когда фенотипов будет тоже два, однако совпадут фенотипы 
двух гомозигот, а фенотип гетерозиготы будет особым? Теоретически можно 
было бы предположить существование мутаций, фенотипически проявляю- 
щихся только в гетерозиготе. Например, если продукт гена работает в димере, 
мутантный гомодимер работоспособен, как и нормальный, а наличие гетеро- 
димера блокирует весь процесс. 

Один пример мутации с подобным эффектом был получен опять-таки 
В.А. Бердниковым на горохе, однако молекулярная природа этой мутации 
осталась неизвестной. Выше мы рассмотрели мутацию И, в гомозиготе превра- 
щающую усики в листочки, тогда как гетерозигота имеет усики с узкой листо- 
вой пластинкой. В результате обработки гороха химическим мутагеном этил- 
метансульфонатом было получено растение, фенотипически напоминающее 
гетерозиготу ТН. Его лист изображен на рис. 3.17`, справа, на рис. 3.17, слева 
изображены листья фенотипов гомозигот и гетерозиготы по локусу НЙ. Возник- 
ший в результате химического мутагенеза фенотип был обозначен как Н2. 
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Рис. 3.17. Фенотипы листа гороха в зависимости от генотипа по локусу Н и фенотип #2 


Проверка предполагаемой мутации Н2 на аллелизм с И привела к порази- 
тельным результатам. Схема эксперимента и его результаты довольно сложны, 
амы еще не рассматривали и моногенного расщепления, поэтому ознакомим- 
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ся сразу с выводом. Оказалось, что эта мутация не аллельна И, т. е. представ- 
ляет иной локус, обозначенный как #2. Фенотип «усики с узкой пластинкой» 
возникает лишь в гетерозиготе Т/2 Н2. Гомозигота Н2 Н2 имеет нормальные 
усики, без пластинки. Однако эта гомозигота имеет почти белые цветки, у ко- 
торых легкая антоциановая окраска появляется лишь по краю венчика. Таким 
образом, мы столкнулись не только с уникальным проявлением мутации лишь 
в гетерозиготе с нормальным аллелем, но и с влиянием одной мутации на со- 
всем другой признак, в отношении которого она ведет себя как обычная рецес- 
сивная. Сами по себе такие случаи — влияние мутаций на разные признаки — 
в генетике встречаются весьма часто и называются плейотропным эффектом 
мутации (или «гена»). Мы разберем его более детально позже”. 

Гораздо лучше изучен еще более экзотический способ определения пола 
у многих перепончатокрылых. У них гетерозигота по любым из многих аллелей 
локуса С5а (Сотрететюту зех дйегттте") развивается в самку, а гомозигота либо 
гемизигота — в самца. Заметим, что здесь особый фенотип — женский пол — 
связан с гетерозиготным состоянием самим по себе, безотносительно к тому, 
в отношении каких аллелей он гетерозиготен, причем этот фенотип весьма не- 
редок (напомним, что все рабочие особи у социальных перепончатокрылых — 
самки). Этот случай будет более детально рассмотрен в гл. 10. 

Наконец, имеется еще более широкораспространенный и общеизвестный 
феномен, когда обе гомозиготы имеют один фенотип, а гетерозигота — дру- 
гой. Правда, в этот феномен вовлечены мутации особого рода — хромосомные 
перестройки. Эта тема требует специального рассмотрения, поэтому мы лишь 
вкратце коснемся ее здесь. Напомним, что хромосомными перестройками 
у эукариот называют результат любых разрывов ДНК с «неправильным» вос- 
соединением разорванных концов (крайне редко вообще без воссоединения). 
В результате участки ДНК могут выпадать, менять ориентацию, встраиваться 
в другие места, обмениваться участками и пр. С известной натяжкой и целым 
рядом исключений можно сказать, что порядок и ориентация локусов на хро- 
мосомах не имеют значения, поскольку генетическая система управления ре- 
гулируется на уровне генных продуктов (транс-регуляция), а не посредством 
прямого взаимодействия участков ДНК на одной хромосоме (цис-регуляция), 
если речь не идет о достаточно коротких участках. Поэтому если точки раз- 
рывов не попали в гены (включая их регуляторные участки), хромосомные 
перестройки редко сказываются на фенотипе. Это утверждение справедливо 
для гомозигот по хромосомной перестройке, т. е. когда оба гаплоидных гено- 
ма несут хромосомы с одинаковым порядком расположения гомологичных 


`Опять же, этот случай парадоксальным образом перекликается с рассмотрен- 
ными ранее двумя контрастными случаями проявления мутации по управляющему 
гену в гетерозиготе, в одном из которых наблюдалось доминирование по фенотипу 
окраски цветка, в другом — промежуточное наследование листовой пластинки. 
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участков (не всегда можно сказать, какие хромосомы считать нормальными, 
а какие — перестроенными, так как не всегда известно, какой вариант суще- 
ствовал ранее, а какой возник позднее). Однако если хромосомная перестрой- 
ка находится в гетерозиготе, т. е. затронула только один из родительских ге- 
номов, это справедливо лишь до момента мейоза. Спаривание гомологичных 
участков ДНК в профазе первого деления приводит к тому, что, помимо спа- 
ренных по всей длине бивалентов, представленных парами полностью гомо- 
логичных хромосом, будут возникать и аномальные структуры — биваленты 
с неспаренными участками или петлями, крестообразные тетраваленты и т. п. 
Все это несложно изобразить на схемах, что мы и сделаем в нужный момент. 
Здесь лишь отметим, что аномальные структуры порождают и аномалии в рас- 
хождении хромосом в первом делении мейоза, что в конечном счете приводит 
к нарушению правильного распределения двух гаплоидных геномов в гаметы 
и кобразованию гамет с несбалансированным (анеуплоидным) генотипом — 
выпадениями или лишними копиями целых хромосом или их участков. Такие 
гаметы или сами нежизнеспособны, или порождают нежизнеспособное по- 
томство. В результате мы имеем такой фенотип, как сниженную плодовитость 
гетерозигот по хромосомным перестройкам при нормальной и одинаковой 
плодовитости гомозигот. Кстати, кариологи активно пользуются для обозна- 
чения данной ситуации термином иидегдоттанои. Я ни разу не встречал его 
в русскоязычном тексте, и действительно, перевод на родной язык — «недодо- 
минирование» — демонстрирует его этимологическую противоречивость: до- 
минирование предполагает превосходство, а приставка «недо» — ущербность. 
По-видимому, термин был введен как антоним к сверхдоминированию. 
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У нейроспоры обнаружено удивительное явление — мейотический сай- 
ленсинг. Его молекулярные механизмы наверняка весьма сложны, но пока еще 
не ясны, поэтому мы ознакомимся с этим явлением на феноменологическом 
уровне. Оказывается, что если в диплоидной аске какой-то ген (в молекулярно- 
биологическом смысле) оказывается в гемизиготе, и при этом его первичная 
структура проявляет гомологию к какому-то другому участку генома, находя- 
щемуся в диплоидном состоянии, то его транскрипция подавляется до тех пор, 
пока не пройдет мейоз и в гемизиготе не окажется весь гаплоидный геном. 
По-видимому, перед нами механизм защиты от ретровирусов (которые инте- 
грируются в геном и размножаются через РНК-посредников) с помощью РНК- 
интерференции, о которой речь также пойдет позже. 

В геном нейроспоры путем трансгенеза был встроен «гибридный ген», 
кодирующий белок, который является гибридом гистона Н1 и зеленого флуо- 
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ресцентного белка и имеет промотор и регуляторную область от гистона Н1. 
Гибридный белок локализуется в ядре за счет своей гистоновой части и све- 
тится зеленым светом в ультрафиолетовых лучах за счет своей флуоресцент- 
ной части. Такая нейроспора была скрещена с нормальной, трансгена не со- 
держащей. Вот какая картина наблюдалась в гибридном перитеции (рис. 3.18°). 
На рисунке каждая из восьми аскоспор содержит по два ядра, так как прошел 
следующий митоз и споры изготовились к прорастанию. 


Рис. 3.18. Розетка аскоспор нейроспоры, полученная от скрещивания 


гомозиготного штамма с внедренным путем трансформации геном 
гибридного (гистон Н1/флюоресцентный белок медузы) белка, продукт 
которого флюоресцирует, с нейроспорой дикого типа 


Мы видим два типа асок — без свечения и со свечением в четверках аско- 
спор, восходящих к одной из двух клеток диады. Картина в чем-то похожа 
на ту, что мы видели с темной окраской спор у гетерозигот по гену окраски — 
незрелые аски не содержали окрашенных спор, в зрелых асках только полови- 
на спор была окрашена. То же самое имеет место и здесь, что, однако, выгля- 
дит странным: незрелые аски не имеют свечения, поскольку гистон Н1 должен 
присутствовать в ядре постоянно, а трансген имеет идентичную с ним регуля- 
торную область. Здесь как раз и вмешался мейотический сайленсинг — в аске 
трансген находился в гемизиготе и при этом имел гомологию к нормальному 
гену гистона Н1, в результате чего его транскрипция была подавлена. Через 
некоторое время после мейоза действие мейотического сайленсинга прекрати- 
лось, и находящийся в половине спор трансген начал работать. 
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ГААВА 4 


КААССИФИКАНИЯ МУТАЦИЙ 


4.1. Классификация мутаций по их молекулярной природе 


Д.1.1. Точковые мутации 


С точки зрения традиционного построения курсов генетики мы непрости- 
тельно долго задержались на обзоре генетических понятий и тех молекулярных 
явлений, которые за ними стоят, и до сих пор не перешли к тому, что состав- 
ляет суть классической генетики — генетическому анализу. Однако понятийно- 
терминологический обзор необходимо завершить рассмотрением классифика- 
ции мутаций. Оставим в стороне вопросы мутагенеза, т. е. как, почему, в каком 
количестве мутации возникают и как их можно сосчитать, и ограничимся лишь 
его результатами — самими мутациями. Начнем с классификации, основанной 
на характере молекулярного изменения, произошедшего в генетическом мате- 
риале, с учетом его смысла с точки зрения генетического кода. 

Прежде всего выделяют точковые мутации, в узком смысле представ- 
ляющие собой замены одних нуклеотидов на другие. Среди точковых мута- 
ций выделяют: 

— транзиции: нуклеотидные замены с сохранением класса азотистого 
основания, меняющие один пурин на другой — тимин на цитозин или наобо- 
рот, или один пиримидин на другой — аденин на гуанин или наоборот; 

— трансверзии: нуклеотидные замены с изменением класса азотистого 
основания. 

Различение транзиций и трансверзий имеет значение постольку, посколь- 
ку транзиции в третьих позициях многих кодонов (а у некоторых кодонов — 
и во вторых) обычно не приводят каминокислотным заменам. Это обстоятель- 
ство связано с тем, что генетический код, «принятый» у ныне существующих 
организмов, не так уж сильно — всего лишь набором ряда уникальных исклю- 
чений — отличается от так называемого идеального кода, при котором ами- 
нокислота определялась первыми двумя и всего лишь типом (пуриновый или 
пиримидиновый) третьего нуклеотида в кодоне; и даже количество уникаль- 
ных ТРНК варьирует в разных группах вокруг цифры 32, т. е. при спаривании 
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их антикодонов с кодоном оказывается неважным, какой именно пурин или 
пиримидин находится в третьей позиции. 

Таким образом мы подошли к существованию синонимичных и несино- 
нимичных нуклеотидных замен — первые не приводят к изменению смысла 
кодона (кодируют определенную аминокислоту или являются стоп-кодоном), 
вторые приводят. Данная бинарная классификация применяется только к ко- 
дирующим участкам ДНК — экзонам; нуклеотидные замены в некодирующих 
участках называть «синонимичными» не принято. 

В свою очередь, несинонимичные нуклеотидные замены, меняющие 
смысл кодона в рамках генетического кода, делятся на миссенс-мутации — 
нуклеотидные замены, приводящие к замене одной аминокислоты на другую, 
и нонсенс-мутации — нуклеотидные замены, превращающие кодон, кодирую- 
щий аминокислоту, в стоп-кодон. Существование термина «нонсенс-мутации» 
не особенно оправдано, по крайней мере, мутации, превращающие стоп-кодон 
в кодирующий, а также аналогичные мутации, затрагивающие метиониновый 
старт-кодон, в отдельные классы не выделяются, что непоследовательно и ско- 
рее всего связано с важностью именно нонсенс-мутаций (вернее, их отсут- 
ствия) для выявления функционирующих генов. 

Миссенс-мутации, в свою очередь, делятся на консервативные — мута- 
ции, приводящие к заменам аминокислот в пределах своего класса, и неконсер- 
вативные — мутации, приводящие к изменению класса аминокислоты, коди- 
руемой кодоном. Легко понять, что консервативные замены в среднем меньше 
сказываются на функциях белкового продукта, чем неконсервативные, хотя, 
естественно, имеются и исключения. 

Примеров точковых мутаций масса, в частности, в генетике человека. Впе- 
чатляющий иллюстративный материал для обзора различных типов мутаций 
являют гены глобинов, которые будут рассмотрены здесь на материале книги 
Дж. Найта (].С.Кп1з®) «Нитап Сепебс ГЛуегзну: ЕипсНопа| сопзедиепсез Юг 
БеаЦЬ ап4 4езеазе» (см. сноску). Однако на современном этапе развития гене- 
тики такой материал может дать едва ли не любой ген. 

Ген В-глобина обозначается НВВ и расположен в хромосоме 11. Из 146 его ко- 
донов точковые мутации общим числом 335 по состоянию на 2010 г. были известны 
(т.е. найдены у живых людей) как минимум для 138. Нарис. 4.1 `, а приведен пример 
синонимичной замены С > А вгене НВВ, а на рис. 4.1, 6 — случай неконсерватив- 
ной миссенс-мутации (замена А -> Т), сменившей гистидин на лейцин в третьем 
кодоне, которая была выявлена у одной совершенно здоровой семьи из Граца. 

Это удобный случай напомнить, что при обсуждении кодирующих нуклео- 
тидных последовательностей принято приводить нуклеотидные последователь- 


`Ки1эВ+ ]. С. Натап Сбепейс Г/уегзйу: ЕипсНопа| сопзедиепсез ог БеаВ ап4 дезеазе. 
Охюга ОшхегзИу Ргезз, 2009. С изм. 
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Рис. 4.1. Синонимичная замена С > А в позиции 33 и несинонимичная 
неконсервативная миссенс-замена А - Т, меняющая аланин на треонин в гене 
НВВ В-глобина человека. Здесь и далее на рис. 4.3—4.9 над последовательностями 
нуклеотидов обозначены их позиции на физической карте генома человека 


ности кодирующей цепи ДНК, т. е. цепи, комплементарной матричной цепи — 
той цепи, по которой строится мРНК. Последовательность мРНК совпадает 
с последовательностью кодирующей части кодирующей цепи с той лишь разни- 
цей, что вместо тимина в ней стоит урацил. Обратим внимание, что на этой и по- 
следующих иллюстрациях, касающихся гена В-глобина НВВ, 5’-конец кодирую- 
щей цепи предполагается справа, транскрипция и трансляция — идущей справа 
налево. Направление «чтения» связано с тем, что гены в этой книге привязаны 
к сквозной нумерации нуклеотидных позиций в геноме (мелкие цифры сверху). 
Эта ориентация непривычна — мы вынуждены читать ген справа налево, но 
нужно привыкать, что может встретиться и такая. На всякий случай напоми- 
наем также, что гены (как транскрибируемые последовательности) в хромосо- 
ме в целом ориентированы «как попало» — некоторые параллельно, некоторые 
антипараллельно, хотя каждый ген в своем локусе ориентирован строго опре- 
деленным образом, и все экзоны одного гена ориентированы параллельно друг 
другу. Поэтому одна и та же из двух цепей ДНК в кодирующих участках разных 
генов бывает то матричной, то кодирующей (но только какой-нибудь одной во 
всех экзонах одного и того же гена). Соответственно, одни гены будут «читать- 
ся» справа налево, другие — слева направо. 

Выше мы уже рассмотрели серповидно-клеточную анемию, которая свя- 
зана с неконсервативной несинонимичной заменой в том же самом гене, в ре- 
зультате чего остаток полярной аминокислоты глутамата заменился на остаток 
алифатической — валина, и белок с такой заменой вызывает патологические 
последствия. Кстати, в результате другой нуклеотидной замены тот же остаток 
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глутамата заменяется на остаток лизина — также с гидрофильным заряжен- 
ным радикалом, но с противоположным знаком заряда. В результате образуется 
так называемый гемоглобин С. У гетерозигот по такому аллелю он составляет 
28-44 % всего гемоглобина, поэтому в отношении химического состава глоби- 
нов эта мутация полудоминантна. Однако на здоровье человека это обстоятель- 
ство не сказывается, в этом отношении мутация рецессивна. У гомозигот весь 
гемоглобин оказывается гемоглобином С, и это нарушает нормальную пластич- 
ность эритроцитов и приводит к умеренной анемии. Данная мутация в гете- 
розиготе также дает определенную устойчивость к малярии и выглядит более 
приемлемым решением проблемы малярии, чем то, которое связано с серповид- 
но-клеточной анемией. Она широко распространена в Западной Африке, а так- 
же у происходящего оттуда темнокожего населения Северной Америки. 

При серповидно-клеточной анемии нарушено качество молекулы 
В-глобина при сохранении ее количества. Если же какой-то из двух глобинов 
из состава гемоглобина синтезируется в недостаточном количестве, это при- 
водит к наследственным заболеваниям, известным под общим названием 
талассемия. В случае недостатка а-глобина молекулы В-глобина формируют 
нефункциональный тетрамер. В случае недостатка В-глобина, избыточные 
молекулы а-глобина связываются с мембраной эритроцита. Если дисбаланс 
между глобинами велик, то за счет этого созревание многих эритроцитов на- 
рушается, и они разрушаются еще в красном костном мозге, а те, которые все- 
таки входят в кровяное русло, имеют дефект мембраны и довольно быстро 
разрушаются в селезенке. Большинство мутаций, приводящих к талассемиям, 
полудоминантны сточки зрения количества соответствующих глобинов в эри- 
троцитах. С точки зрения патологии их можно назвать рецессивными, так как 
гетерозиготы как правило, не имеют проблем со здоровьем. Существует два 
паралогичных гена а-глобина, НВА! и НВА? (хромосома 16), и лишь один ген 
В-глобина, поэтому потеря функции одним из генов а-глобина не столь сильно 
сказывается на организме, как потеря функции гена В-глобина. В гомозиготе 
по мутации, приводящей к потере функции одного из двух генов а-глобина, 
формируется так называемая «малая талассемия», которую можно установить 
лишь по слегка уменьшенному объему эритроцитов; она практически не ска- 
зывается на жизни пациентов, разве что анемия может развиться при болез- 
ни или беременности. В гомозиготе мутация, связанная с резким сокращени- 
ем количества В-глобина, вызывает так называемую «большую талассемию», 
для которой характерны анемия, повреждение костей, увеличенная селезенка 
и большое количество несвязанного железа в организме. Без периодической 
гемотрансфузии больные не доживают до 20 лет. 

Название «талассемия» произошло от греческого слова «@аЛасоа» — 
«море» (слово неиндоевропейского происхождения; судя по всему, греческий 
язык формировался настолько далеко от моря, где-то в степях Восточной Ев- 
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ропы, что его носители потеряли свое индоевропейское «маре» и вынуждены 
были заимствовать слово у «загадочных пеласгов» — догреческого населения 
нынешнего греческого мира). Дело в том, что концентрация В-талассемии ве- 
лика в Средиземноморье, особенно в восточном, а именно в Греции, в Эгей- 
ском регионе Турции (также изначально бывшей частью греческого мира) и на 
островах Средиземного моря, где в некоторых районах носителями талассе- 
мических мутаций в гетерозиготе являются до 20 % населения. Считается, что 
в мире живет 60-80 млн носителей В-талассемии. В настоящее время выявлено 
более 200 различных (!) мутаций, приводящих к В-талассемии, и подавляющее 
большинство из них — точковые мутации, т. е. замены нуклеотидов, реже — 
выпадения 1-2 нуклеотидов. 

В чем же причина такой концентрации мутаций по гену В-глобина в Сре- 
диземноморье? Распространенность в мире талассемий в целом коррелирует 
с распространенностью малярии (рис. 4.2"), что, как и в случаях с серповидно- 
клеточной анемией, позволило и в данном случае выдвинуть гипотезу о сбалан- 
сированном полиморфизме, основанном на сверхдоминировании — преиму- 
ществе гетерозигот, которые предполагаются более устойчивыми к малярии. 


а 2" 4, 9 © 7 6 <2" 44, 9 © р 


Рис. 4.2. Распространение в мире малярии (а) а- и В-талассемии (6) 


Экспериментальные данные, подтверждающие устойчивость к малярии 
гетерозигот по талассемичеким мутациям, действительно были получены, но 
в основном касательно а-талассемий. При этом разные мутации в гетерозиго- 
те обеспечивают разную устойчивость к разным видам малярии. Во многих 
районах Юго-Восточной Азии те же самые 20 % населения являются носителя- 
ми мутаций, имеющих отношение к а-талассемии. 
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Средиземноморская талассемия в основном связана с двумя наиболее 
распространенными аллелями. Один из них преобладает в западных райо- 
нах Средиземноморья (Алжир, Тунис, Испания, Португалия, Кипр, Сарди- 
ния) и связан с нонсенс-мутацией, а именно заменой С на Т в 39-й позиции 
кодирующей части локуса, меняющей в 19-м триплете лизиновый кодон ААС 
на стоп-кодон ТАС. 

Что должно происходить в клетке, если в каком-то гене возникает 
нонсенс-мутация? Ее результатом должна быть преждевременная терминация 
трансляции. В результате в клетке должен бы синтезироваться укороченный 
и, скорее всего, нефункциональный полипептид, причем в тех же молярных 
количествах, что и нормальный. Однако еще в 1980-е гг. ученых, в частности 
исследователей талассемий и обсуждаемой ниже болезни Тея-Сакса, весьма 
смущал тот факт, что они не обнаруживают в таких клетках не только укоро- 
ченного полипептида в каких-либо количествах, но даже и соответствующей 
мРНК. Как недавно выяснилось, у эукариот (от дрожжей до человека) суще- 
ствует специальным механизм, иопзеизе-тефаа а4есау (ММО). Этот механизм 
уничтожает процессированную мРНК, если стоп-кодон встречается раньше, 
чем за 50-55 нуклеотидов до последнего экзон-экзонного стыка. Дело в том, 
что во время процессинга с областью мРНК 20-24 нуклеотида с 5’-стороны 
от каждого экзонн-экзонного стыка связываются белки, входящие в так на- 
зываемый ехоп дипсНои сотрехез (Е]С). Всякая мРНК претерпевает пионерный 
раунд трансляции в ядре (!), в ходе которого рибосома при своем движении 
относительно мРНК снимает эти белки. Затем мРНК транспортируется в ци- 
тозоль. При наличии нонсенс-мутации компоненты Е] С с 3З’-стороны от нее 
остаются не снятыми рибосомой и опознаются в цитозоле определенным бел- 
ком, который инициирует деградацию такой мРНК. 

Существуют классы точковых мутаций, имеющие критическое значение 
для молекулярной функции гена, но эти классы не обладают столь красивыми 
названиями, так как об их существовании узнали тогда, когда классическое 
образование вышло из моды у представителей естественных наук. Это исчез- 
новение и возникновение сайтов сплайсинга. Сайты сплайсинга определяются 
первичной структурой ДНК, но не столь однозначны и очевидны, как гене- 
тический код, поэтому эффекты затрагивающих их мутаций не очень пред- 
сказуемы теоретически, причем одна мутация может иметь сразу несколько 
разных эффектов. 

Канонический сплайсинг проходит по определенным последователь- 
ностям (допускающим определенную изменчивость), сайту-донору и сайту- 
акиептору, при этом на 5’-конце интрон всегда начинается с нуклеотидов СЧ 
(в кодирующей последовательности гена ему соответствуют нуклеотиды СТ), 
а 3’-конец его всегда заканчивается нуклеотидами АС, перед которыми идет 
много пиримидинов (Си 0). Исчезновение сайта сплайсинга может: 
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— привести к включению интрона в зрелую мРНК, что может привести 
к трансляции бессмысленной интронной последовательности, появлению 
в ней стоп-кодона, сдвигу рамки считывания (06 этом ниже); 

— привести к выпадению экзона, если сплайсинг пойдет до конца следую- 
щего интрона; 

— уменьшить специфичность и точность сплайсинга за счет появления 
варианта альтернативного сплайсинга, вследствие чего в процессированной 
мРНК может добавиться или исчезнуть несколько нуклеотидов. 

Важность таких мутаций легко понять, если учесть, что около 80 % те- 
нов человека свойствен не просто сплайсинг, а альтернативный сплайсинг. Ка- 
кой именно вариант сплайсинга будет иметь место в данной клетке, зависит 
от многих факторов. Во многом на этом построена регуляция генных сетей, 
и любая мутация, затрагивающая сайт сплайсинга, нарушит существующую 
регуляторную систему или создаст предпосылки для ее нарушения. (Впрочем, 
разбираемомую нами в качестве примера разных мутаций гену В-глобина аль- 
тернативный сплайсинг в норме не свойственен.) Для сравнения у нематоды 
ценорабдитеса альтернативный сплайсинг проявляют всего около 15 % генов. 

Мы с вами говорили о В-талассемии, имеющей большие частоты среди 
населения Средиземноморья, и упомянули один аллель, связанный с нонсенс- 
мутацией. Однако в Средиземноморье много и других аллелей. Лучше всего 
исследован этот вопросв Италии. На одной только Сицилииу 5,9 % населения 
имеются проблемы, связанные с недостатком В-глобина. Там выявлено 15 раз- 
ных (!) мутаций гена НВВ, приводящих к В-талассемии (против 6 в двух генах 
а-глобинов), а во всей Италии — 21 аллель. Эти аллели перечислены в табл. 4.1, 
где показана также их локализация и молекулярная природа. 

Вторая колонка цифр показывет количество выявленных индивидуаль- 
ных аллелей (по вполне понятным причинам один пациент может поставить 
исследователям от одного до двух мутантных аллелей), третья — процентная 
встречаемость данного аллеля среди всех исследованных случаев талассемии 
(фактически среди пациентов). Популяционные частоты аллелей в популяции 
не приведены, поскольку гетерозиготы с «диким типом» обычно нормальны 
и не попадают в поле зрения медицинской генетики. 

Заметим два обстоятельства. Во-первых, 90 % случаев В-талассемии в Ита- 
лии связано всего с четырьмя аллелями. Во-вторых, одного этого обстоятель- 
ства достаточно, чтобы в поле зрения исследователей попадали индивидуумы 
с самым разным генотипом, в частности такие, у которых разные мутантные 
аллели находятся в компаунде, что может приводить к особенностям талас- 
семического фенотипа. Частота появления гомозигот по мутации равна ква- 
драту ее популяционной частоты, поэтому гомозиготы по редким мутациям 
почти не встречаются, тогда как в компаунде с более частыми мутациями они 
могут попасть в поле зрения исследователей. 
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Таблица 4.1 
Мутации, приводящие к В-талассемии, выявленные 
в Италии в 2005 г., в порядке убывания встречаемости" 


Общее количество копий Встречаемость 
Присутствие 
ИА аллеля, выявленных аллеля 

Мутация Е у пациентов (от у пациентов 

В-гло р 1 до 2 у соответственно СИЦИЛИЙСКОЙ 

гетерозигот и гомозигот) выборки (%) 
СО 39 С>Т - 494 40,93 
ГУ$1-6 Т>С + 211 17,48 
ГУ$1-110 <>А + 195 16,16 
ГУ$1-1 а>А - 77 6,38 
ГУ$2-745 С>@ + 47 3,90 
-110 С>Т + 39 3,23 
-87 С>@ + 37 3,06 
ГУ$2-1 а>А - 37 3,06 
СР 6 делеция А - 29 2,40 
СО 44 делеция С - 8 0,66 
СО 30 @>С - 6 0,50 
ГУ52-884 С>С + 6 0,50 
+1570 Т>С + 5 0,41 
НЬ Героге + 5 0,41 
СО 8 делеция АА - 3 0,25 
СО 5 делеция СТ - 2 0,16 
ГУ$1-5 ©>С + 2 0,16 
АТО->АТА - 1 0,08 
ГУ$1-1 <>Т - 1 0,08 
ГУ$841 Т>@ + 1 0,08 
ГУ$1-2 Т>А - 1 0,08 
Всего 1207 100 


Примечательна замена С > А в первой позиции 2-го интрона (обозна- 
чается ГУ52 -1 С > А, аббревиатура — от пиегуейиия зедиепсе), уничтожаю- 
щая сайт-донор (рис. 4.3”). В результате, вместо нормального сплайсинга 
имеют место два варианта альтернативного сплайсинга — оба аномальные. 
В одном из них второй экзон полностью выпадает, в другом активируется 
криптический (менее эффективный и потому в норме не функционирую- 
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Рис. 4.3. Нуклеотидная замена в консервативном динуклеотиде СТ сайта-донора 
сплайсинга (5’-конец интрона), приводящая к альтернативному сплайсингу 
гена НВВ В-глобина человека 


щий) сайт-донор, в результате чего первый экзон удлиняется на 19 амино- 
кислотных остатков. В гомозиготе по такой мутации развивается тяжелая 
В’-талассемия. 

Мутация может не только уничтожить, но и создать сайт сплайсинга. 
На следующем примере замена С > А в конце первого экзона создает альтерна- 
тивный сайт-донор ТС*СТА (немутантная последовательность ТОСТОС, хотя 
и имеет участок ТОСТ, сайтом-донором не является), в результате чего возни- 
кает альтернативный сплайсинг — некоторое количество мРНК сплайсирует- 
ся теперь по нему, хотя в основном сплайсинг протекает нормально, по стан- 
дартному сайту АС*СТТ (рис. 4.4"). 

Кстати, данная замена при нормальном сплайсинге приводит также к за- 
мене глутамата на лизин (в позиции 26), в результате чего образуется так на- 
зываемый гемоглобин Е. Его носителем являются около 30 миллионов человек 
в Юго-Восточной Азии, естественно, также за счет некоторой устойчивости 
к малярии. Аллель, несущий данную мутацию, создает проблемы в компаунде 
с «талассемическими» аллелями, и у таких гетерозигот развивается талассе- 
мия, требующая гемотрансфузии. 
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Рис. 4.4. Нуклеотидная замена в конце первого экзона, 
создающая альтернативный сайт сплайсинга в гене НВВ В-глобина человека 


Переходим к следующему типу точковых мутаций, также не имеющему 
особого названия, — мутации, затрагивающие регуляторные сайты. Посмо- 
трите на аллель, занимающий в табл. 4.1 почетное седьмое место. Кстати, он 
достигает высокой популяционной частоты в Болгарии — 2-6 %. Он являет- 
ся точковой заменой С > С, но эта замена находится в позиции -87, т. е. в 5- 
направлении от начала кодирующей части, а именно в промоторе. Это до- 
вольно мягкий аллель, связанный с уменьшением уровня транскрипции и в 
гомозиготе приводящий к «промежуточной талассемии». Есть и другие алле- 
ли, приводящие к талассемиям и связанные с мутациями в 5’-некодирующей 
области гена НВВ. Мы видим эффект точковой мутации в регуляторной, а не 
кодирующей области гена. 

Наконец, в таблице у четвертого снизу аллеля мы видим и замену нуклео- 
тида в самом старт-кодоне АТС > АТА. Естественно, такая мутация исключает 
трансляцию В-глобина, и с ней, конечно же, связан фенотип ВО. 

Мы детально рассмотрели единственный и самый простой тип мута- 
ций — нуклеотидные замены, которые не очень хорошо поддаются строгой 
классификации. Попробуем резюмировать раздел попыткой ее построения. 
С химической точки зрения нуклеотидные замены делятся на трансверзии 
и транзиции. С точки зрения места возникновения они делятся, прежде все- 
го, на мутации в кодирующей и некодирующей ДНК. Мутации в кодирующей 
ДНК делятся на синонимичные и несинонимичные. Среди последних при- 
нято выделять миссенс-мутации, меняющие одну кодируемую аминокислоту 


4.1. Классификация мутаций по их молекулярной природе 119 


на другую, а также нонсенс-мутации, меняющие кодон, кодирующий амино- 
кислоту, на стоп-кодон. Здесь же можно упомянуть мутации, уничтожающие 
стоп-кодон и уничтожающие или создающие старт-кодон. Миссенс-мутации 
можно разделить на приводящие к консервативным и неконсервативным за- 
менам аминокислотных остатков. Мутации в некодирующей ДНК можно раз- 
делить на нейтральные (незначащие) и затрагивающие регуляторную область 
генов (и далее классифицировать, какую именно и каким образом). Следует 
выделить также мутации, затрагивающие и не затрагивающие сайты сплай- 
синга; причем это деление независимо от всех предыдущих, так как они могут 
случаться в кодирующей и некодирующей ДНК (а именно в интронах) и ме- 
нять или нет смысл кодона. Мутации, затрагивающие сайты сплайсинга, мож- 
но разделить на влияющие на сайт-донор и на сайт-акцептор, на уничтожаю- 
щие сайт сплайсинга или добавляющие его, на приводящие кальтернативному 
сплайсингу или исключающие альтернативный сплайсинг и, как мы увидим 
ниже, на приводящие и не приводящие к сдвигу рамки считывания. 


4.1.2. Вставки и выпадения нуклеотидов, сдвиг рамки считывания 


Теперь посмотрим на аллель, стоящий на 9-м месте в табл. 4.1. Это не ну- 
клеотидная замена. Это вставка А (аденина) в позиции 6 кодирующей части. 
А на рис. 4.5` показан случай выпадения одного нуклеотида, также А, в кодо- 
не 7. В результате уже 19-й кодон оказывается стоп-кодоном. Оба случая при- 
водят к В°-талассемии. 
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Рис. 4.5. Выпадение нуклеотида А в кодоне 7 гена НВВ В-глобина человека, 


приводящее к сдвигу рамки считывания и появлению стоп-кодона через 11 триплетов 


В англоязычной литературе для обобщенного обозначения вставок (ин- 
серций) и выпадений (делеций) существует термин тае{ (такой термин осо- 
бенно необходимо в случаях, когда неизвестно, что является «нормой»). Не- 


“Коле: ). С. Натап Сбепейс Г/уегзйу: ЕипсНопа| сопзедиепсез ог БеаВ ап4 дезеазе. 
Охюга ОшхегзИу Ргезз, 2009. С изм. 


120 Глава 4. Классификация мутаций 


большие вставки и выпадения иногда относят к точковым мутациям, а иногда 
и не относят. Нетрудно понять, что происходит в результате подобных мута- 
ций. Вставка или выпадение одного нуклеотида или некоторого, но некратно- 
го трем количества нуклеотидов приводят к так называемому сдвигу рамки 
считывания. Возникающая проблема напрямую вытекает из таких свойств ге- 
нетического кода, как непрерывность и смежность, а именно того факта, что 
триплеты нуклеотидов оказываются кодонами исключительно потому, что 
«отсчитываются» по три от начала кодирующей части. Сдвиг такого отсчета 
на число, некратное трем, приведет к тому, что трансляционная машина будет 
воспринимать в качестве кодонов бессмысленные триплеты. Эти мутации на- 
зываются мутациями сдвига рамки считывания — ратезЙ тшаноп:з. 

Каковы следствия такой мутации? Мы вынуждены предположить, что 
в 3’-направлении от нее полипептидная цепь будет составлена из случайных, 
бессмысленных аминокислотных остатков. Но, кроме этого, велика вероятность, 
что среди бессмысленных триплетов довольно скоро окажется стоп-кодон, т. е. 
полипептидная цепь оборвется очень скоро, как это и произошло на примере, 
приведенном на рис. 4.5. Вероятность получить стоп-кодон в случайной после- 
довательности нуклеотидов достаточно велика. Давайте оценим. Пусть у нас 
есть случайная последовательность из равновероятных нуклеотидов (в реаль- 
ных последовательностях частоты четырех нуклеотидов не всегда равны, что не 
меняет сути). Тогда все триплеты также равновероятны. Всего разных триплетов 
64, из них стоп-кодонов 3. Получаем вероятностьр = 3/64 (около 0,047) того, что 
случайный триплет оказывается стоп-кодоном. Исходя из равенства ир = 1, где 
п — среднее расстояние по случайной последовательности до ближайшего стоп- 
кодона, и можно оценить как величину, обратную к вероятности, в нашем случае 
64/3 = 23,3. Итак, случайная последовательность нуклеотидов может кодировать 
полипептидную цепь не длиннее двух-трех десятков аминокислотных остатков. 

Между прочим, при расшифровке геномных сиквенсов функциональные, 
недефектные гены находят, прежде всего, в качестве открытых рамок считы- 
вания — протяженных участков, на которых не встречаются стоп-кодоны. 

У человека существует так называемая болезнь Тея-Сакса (Тау-бас|$), ко- 
торая проявляется с возраста около 6 месяцев и приводит к смерти в возрасте 
около 4 лет. Она заключается в слепоте, глухоте, невозможности нормально 
глотать, атрофии мышц, тяжелой умственной и физической недостаточности. 
Диагностическим является вишневое пятно на ретине — это видна централь- 
ная ямка, где ганглиозные клетки отсутствуют. Сама по себе ямка является 
нормальным явлением. Однако в данном случае она контрастирует с окру- 
жающими ее ганглиозными клетками, окрашенными светлее за счет накопле- 
ния ганглиозидов — производных жирных кислот — во всех нервных клетках. 
Болезнь Тея-Сакса является следствием рецессивной мутации в гене НЕХА 
а-субъединицы В-М-ацетил-О-гексааминидазы, которая в норме присутству- 
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ет в лизосомах и расщепляет липиды (этот фермент состоит из двух субъеди- 
ниц и небольшого белкового кофактора — белка гликолипидного транспорта). 
У гетерозигот активности фермента достаточно для нормальной жизни, но 
можно определять меньшую его активность в лейкоцитах и тем самым выяв- 
лять гетерозиготы. 

В некоторых популяциях частота этого наследственного заболевания по- 
вышена. В частности, это имело место у евреев ашкенази, где частота болез- 
ни Тея-Сакса до середины прошлого века составляла около 1 на 3500 человек 
(0,03 %), а один из 27-30 человек (3—4 %) являлся ее носителем. Это примерно 
в десять раз выше, чем в «окружающей» популяции. Около 70 % случаев бо- 
лезни Тея-Сакса у ашкенази вызвана единственным аллелем, имеющим встав- 
ку 4-х нуклеотидов в экзоне 11, что приводит к терминации трансляции уже 
через 10 нуклеотидов за счет появления стоп-кодона (миссенс-мутация). Та 
же самая мутация обнаружена в популяции кейджн (салии$, са@еиз) Луизиа- 
ны — потомков около 3 000 франкоканадцев, депортированных англичанами 
с полуострова Новая Шотландия, ныне в Канаде, в 1755-1763 гг. (половина по- 
гибла в трюмах кораблей по дороге). Происхождение аллеля у кейджн удается 
проследить до одной супружеской пары, жившей во Франции в том же ХУШ в. 
Остальные 25-30 % случаев болезни Тея-Сакса у ашкенази связаны с мутаци- 
ей, нарушающей сплайсинг, что приводит к выпадению экзона 4. 

Рождение подобных младенцев уже в прошлом. Первый дешевый тест 
на выявление гетерозиготных носителей был разработан в Америке еще 
в 1969 г. В 1971 г. в Балтиморе и Вашингтоне 1800 ашкенази прошли доброволь- 
ный скрининг. Всеобъемлющие и эффективные меры по пренатальному тести- 
рованию синдрома и выявлению носителей мутации в гетерозиготе в Израиле, 
Канаде и США привели к тому, что к 2005 г. «еврейская болезнь» была практи- 
чески искоренена. Имеется в виду, что теперь исключено рождение гомозигот. 
С носителями мутации в гетерозиготе и их размножением, естественно, никто 
не борется — это была бы уже евгеника, несовместимая с гуманизмом. Послед- 
ний ребенок с синдромом Тея-Сакса родился в Израиле в 2003 г., в том же году 
в США родилось 10, но все они имели другие мутации, не выявлявшиеся при 
специфическом ПЦР-анализе. В Израиле скрининг и консультации бесплатны 
и охватывают все население, в частности, имеется программа, из которой пара 
может анонимно узнать, не является ли она несовместимой — т. е. не явля- 
ются ли молодой человек и девушка гетерозиготами по мутации. Успешные 
мероприятия по искоренению синдрома стимулировали аналогичные меры 
в отношении других наследственных заболеваний и сделали Израиль лидером 
в области медицинской генетики. 

Вообще же, мутаций гена НЕХА, приводящих к синдрому Тея-Сакса, об- 
наружено у людей самых разных национальностей — к 2000 г. их было извест- 
но около сотни. 
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Неверным было бы также первое впечатление, что для евреев особенно 
характерны наследственные заболевания — другие популяции имеют высо- 
кие частоты других наследственных заболеваний, но об этом не так хорошо 
известно. Изучение популяций евреев дало очень много для популяционной 
генетики человека. И это происходит, во-первых, из-за высокоразвитой меди- 
цины и медицинской генетики в Израиле, где скринингом наследственных за- 
болеваний охвачено все население — и это неудивительно, учитывая тот факт, 
что медицина искони была одной из традиционных еврейских профессий. Ев- 
рейский народ имеет весьма интересную и богатую историю, что всегда при- 
влекало внимание исследователей. В частности, упомянутые евреи ашкенази 
(происходит от еврейского названия средневековых германских земель — Аш- 
кеназ — как места расселения потомков Аскеназа, внука Иафета; и это, в част- 
ности, те евреи, которые живут в России), которые пришли вместе с арабами 
на Пиренейский полуостров в качестве носителей «интеллигентных» профес- 
сий и были изгнаны оттуда во время Реконкисты, а также латиноязычных евре- 
ев Галлии. Они в основном поселились в Германии, где жили в Х-ХШ вв., при- 
обрели язык идиш (вариант средненемецкого, обогащенный заимствованиями 
из иврита) и имели традиционную одежду, которую сейчас носят религиозные 
люди в Израиле, — совсем не библейскую, а воспроизводящую одеяние сред- 
невековых немецких горожан. Религиозная нетерпимость в Западной Европе 
росла и подогревалась движением крестоносцев, воевавших со славянским 
востоком. На этом фоне в ХШ в. польский король Казимир Ш Великий при- 
гласил немецких евреев в Польшу как носителей тех самых необходимых ему 
«интеллигентных» профессий. Первоначальная популяция составляла около 
25 тысяч, однако впоследствии выросла до нескольких миллионов. Оттуда они 
заселили также Украину и Белоруссию, которые входили в состав Польского 
королевства и Речи Посполитой. Таким образом, эта популяция прошла через 
несколько периодов очень небольшой численности, и в результате эффекта 
бутылочного горлышка некоторые аллели вне зависимости от своего эффек- 
та на фенотип могли достичь высокой численности в силу случайных причин 
(так называемого генетического дрейфа). 

Но и это еще не все. Американский штат Юта славится своим мракобеси- 
ем — там запрещено преподавать дарвинизм в школах. Но вот группа генетиков 
человека под руководством Грегори Кохрана из университета Солт-Лэйк-Сити 
отличается бескомпромиссным дарвинистическим подходом применительно 
к человеку. Они обратили внимание, что большинство наследственных забо- 
леваний в популяции ашкенази, в частности и болезнь Тея-Сакса, имеют отно- 
шение к метаболическим процессам, описанным на одной странице учебника 
биохимии, посвященной метаболизму липидов, в частности сфинголипидов. 
Они связали такое обстоятельство с тем, что во время быстрого роста числен- 
ности популяции ашкенази в Польше имел место естественный отбор на по- 
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вышение интеллекта, поскольку количество детей якобы реально зависело 
от успеха в свойственных им интеллектуальных профессиях. Заметим, что 
именно к ашкенази относятся все те многочисленные евреи, которые внесли 
столь большой вклад в западные культуру и науку. Возможно, в результате та- 
кого отбора на интеллект и зафиксировались мутации, вредные в гомозиготе, 
но в гетерозиготе повышающие эффективность работы мозга, может быть, че- 
рез большее развитие дендритной системы нейронов. Надо сказать, что еще 
в 1980-е гг, когда было обнаружено, что высокая частота болезни Тэя-Сакса 
уашкенази связана как минимум с двумя разными мутациями, была выдвину- 
та гипотеза, что эта высокая частота вызвана каким-то селективным преиму- 
ществом гетерозигот. 

Все эти факты, с одной стороны, безумно интересны, с другой — совер- 
шенно исключают какие-то оценочные тенденции относительно того, какой 
народ «лучше», а какой «хуже». Как, например, и такой факт, что от одного до 
четырех процентов ядерного генома современные люди, судя по всему, при- 
обрели от неандертальцев в результате «скрещиваний» с ним во время своей 
экспансии из Африки (т. е. много позже дивергенции с будущими неандер- 
тальцами), но это не касается коренного населения Африки, которое осталось 
свободным от неандертальских заимствований. Спрашивается: «хуже» евро- 
пейцы африканцев, если содержат в геноме последовательности подвида, про- 
игравшего в конкуренции современному подвиду, или лучше, если пока что 
выигрывают в могуществе у самих африканцев? Естественно, ни один из от- 
ветов не является правильным, так как неправилен сам вопрос. 

Но вернемся к мутациям сдвига рамки считывания. На рис. 4.6" приведе- 
ны последствия выпадения пяти нуклеотидов в начале первого интрона в гене 
НВА2”. При этом опять-таки пострадал сайт-донор сплайсинга АСОТ. В ре- 
зультате в качестве такового стал использоваться криптический сайт ССОТ, 
уже имевшийся в кодирующей части. Любопытно, что этот не совсем канони- 
ческий сайт в данном случае работает исправно — никакого альтернативного 
сплайсинга или непроцессированной мРНК не наблюдается. Однако нормаль- 
ный сплайсинг проходит между вторым и третьим нуклеотидом в триплете, 
который находится в фазе кодирующей части первого экзона, тогда как новый 
сайт расположен между первым и вторым нуклеотидом кодона. В результате 
второй и третий экзоны оказываются не в фазе, и мы снова имеем сдвиг рамки 
считывания — снова в результате делеции нескольких нуклеотидов, но пара- 
доксальным образом в интроне. 
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” Обратим внимание, что здесь 5’-конец находится слева, ген следует читать при- 
вычным образом слева направо. 
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Рис. 4.6. Выпадение пяти нуклеотидов, затронувшее сайт-донор сплайсинга в гене 


НВА а-глобина человека, приводящее к активации альтернативного сайта сплайсинга 


и, как следствие, сдвигу рамки считывания в процессированной мРНК 


Альтернативный сплайсинг, возникающий при обсуждавшейся выше му- 
тации, приводящей к гемоглобину Е, также происходит не после второго ну- 
клеотида кодона, как в норме, а после первого, что приводит к сдвигу рамки 
считывания во втором и третьем экзонах. Именно с этим связано не только 
изменение качества, но и уменьшение количества В-глобина, так как мРНК, 


несущая сдвиг, содержит стоп-кодон и удаляется механизмом ММО. 
ущ у, 


Мутации сдвига рамки считывания, если они происходят в конце гена, 
могут приводить и к удлинению белкового продукта, поскольку стоп-кодон 
оказывается вне открытой рамки считывания («не в фазе»). Инсерция двух 
нуклеотидов, СА, в конце гена НВВ удлиняет его на 11 аминокислот, так как 
уничтожает стоп-кодон ОАА в 147-й позиции кодирующей части. Это приво- 
дит к усилению сродства гемоглобина к кислороду и увеличению количества 


эритроцитов в крови (рис. 4.7”). 
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направление транскрипции 
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Рис. 4.7. Сдвиг рамки считывания и удлинение белкового продукта вследствие 
вставки динуклеатида СА в конце гена НВВ В-глобина человека 


А так называемый а-глобин Констант-Спринг` (НВА-С$) содержит лиш- 
ние 31 аминокислотный остаток. Соответствующая ему мРНК нестабильна и в 
значительной степени деградирует до трансляции, белковый продукт также 
нестабилен. В результате эта мутация проявляет талассемический фенотип. 

Между прочим, мутации сдвига рамки считывания, особенно в семействах 
генов-паралогов, могут быть основой быстрого способа эволюции белковых по- 
следовательностей. Они порождают отрезки случайных последовательностей 
аминокислотных остатков, которые случайно же могут иметь какую-то полез- 
ную молекулярную функцию, тогда как «старую» молекулярную функцию про- 
должат выполнять оставшиеся паралоги. Было выдвинуто предположение, что 
обнаруженная у бактерий сточных водоемов фабрики по производству нейлона 
в Японии нейлоназа возникла именно таким путем, однако это предположение 
не подтвердилось впоследствии. В то же время сравнительный анализ человече- 
ского и мышиного генома выявил у человека 470 и у мыши 108 случаев возник- 
новения новых участков белковых последовательностей за счет сдвига рамки 
считывания. Такую интерпретацию предполагали различия в кодирующей ча- 
сти ортологичных генов у этих двух объектов в сравнении с реконструирован- 
ной предковой последовательностью, когда один из генов имел «нормальный» 
конец, а другой — «сдвинутый». Это довольно высокие цифры, особенно если 
вспомнить, что всего у млекопитающих имеется около 22 тысяч генов. 

Не все выпадения и вставки нуклеотидов приводят к сдвигу рамки счи- 
тывания. Так, 2/3 случаев уже упоминавшегосся выше муковисцидоза (су5Нс 
ЛЬтоз15) в мире и около 90 % в США связаны с одной и той же делецией трех 


“Он назван так, потому что обнаружен у семьи китайского происхождения 
в ямайском округе Констант-Спринг. 
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нуклеотидов в гене СЕТК (хромосома 7), приводящей к выпадению одного 
фенилаланина в позиции 508 (!) белка, являющегося АТФ-зависимым транс- 
мембранным каналом ионов хлора и тиоцианата в эпителиальных клетках. Не- 
смотря на то, что остальные аминокислоты в белковом продукте этого аллеля 
нормальны, он не может принять нормальную третичную структуру. Заметим, 
что всего у человека описано около 1400 различных мутаций, приводящих 
к муковисцидозу. Этот факт показывает нам: 

— до какой степени в настоящее время развита медицинская генетика 
(к сожалению, пока только за рубежом); 

— какой хорошей мишенью для мутаций является протяженный ген: СЕТК 
вместе с интронами занимают около 170 000 пар оснований, а белковый про- 
дукт СЕТК состоит из 1480 аминокислотных остатков; 

— сколь осторожным нужно быть в суждениях о том, с одинаковыми или 
разными аллелями мы имеем дело при их одинаковом фенотипическом про- 
явлении. 


4.1.3. Делеции и инсерции 


В предыдущих разделах мы уже рассмотрели делеции и инсерции очень 
небольших отрезков ДНК, важных не столько из-за потери или приобрете- 
ния имеющегося в них генетического содержания, сколько из-за нарушения 
правильного считывания триплетов, интерпретируемых в качестве кодонов, 
при трансляции. Такие мутации, как правило, называются мутациями сдвига 
рамки считывания. Выпадения или вставки протяженных отрезков ДНК на- 
зываются просто делециями и инсерциями. 

В случае некоторых классов мобильных генетических элементов, о кото- 
рых будет сказано позднее, инсерция в одном месте связана с делецией в дру- 
гом, т. е. участок ДНК переместился с одного места на другое. Такие события 
называются транспозицией. Исторически первыми были открыты мобильные 
генетические элементы, ведущие себя именно таким образом. После этого 
все весьма разнородные мобильные генетические элементы стали довольно 
некорректно называть 'тиранспозонами, в том числе и ретротранспозоны, ин- 
серция которых в одном месте не сопровождается делецией в другом месте, 
т. е., несмотря на название, транспозиция не имеет места. Подобные элементы 
не перемещаются, а размножаются — с их РНК-транскрипта обратная транс- 
криптаза считывает новую ДНК-копию мобильного элемента, встраивающую- 
ся в новое место генома. 

В тех случаях, когда какой-то участок ДНК в геноме удваивается, говорят 
о дупликации. Так, например, ведут себя уже упомянутые ретротранспозоны. 
Если в результате дупликации две копии дуплицированной последовательно- 
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сти оказываются расположенными подряд голова к хвосту, это явление назы- 
вается тандемной дупликацией. 

Рассмотрим примеры, перекликающиеся с рассмотренными выше. 

В отличие от аллелей, приводящих к В-талассемиям, в основном связан- 
ных с точковыми мутациями, большинство известных случаев а-талассемии 
связано с делециями. Тому есть две причины. Во-первых, а-глобин синтезиру- 
ется двумя родственными паралогичными генами, НВА 1 и НВА2, т. е. в дипло- 
идном ядре транскрипция в норме идет счетырех генов — две копии (получен- 
ные от отца и матери) НВА1 и две копии НВА2. Потеря функции одной и даже 
двух из них не сказывается на здоровье. Талассемия обычно регистрируется, 
а пациент попадает в поле зрения генетика, только если оба гена выведены 
из строя, что легче сделать одной делецией, чем двумя точковыми мутация- 
ми. Во-вторых, оба паралога произошли в результате дупликации не так давно 
(порядка десяти миллионов лет назад), и их последовательности достаточно 
сходны. Более того, неподалеку находятся другие гены глобинов. Все они сниз- 
кой вероятностью могут «незаконно» выравниваться друг относительно друга 
в профазе мейоза, и в такой ситуации между генами возможен «незаконный» 
кроссинговер, который правильнее называть неаллельной гомологической ре- 
комбинацией, или неравным кроссинговером. В результате один гомолог приоб- 
ретает лишние копии генов, а другой теряет какие-то копии. 

На рис. 4.8” схематически показано распроложение в глобиновом кластере 
(район хромосомы, в котором локализуются многие глобиновые гены) делеций, 
вызывающих @-талассемии. Видно, что большинство из них перекрывают оба 
гена а-глобина и затрагивают участки хромосомы от одного гена до другого. 
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ЕЖЕ Елин ИЕ, --МС 
— ЕЕ ЕЕ ЕЖЕ Ка иЕЕСнинЕиииниинсЕниЕнинини: --ТНА! 
ЕЕ ЕЕ ЕЕК ИЕН ЕЕ ЕиЕНЕЫ: ‹ -- Е 
СЕ 
Е Еее Ееиииистнтиеекиних --ВВТ 
нина --5А 
аи иае) =(0')205 
РЕЕЕСЕ Есин идинии ние -МЕО 
ЕЕ -5ЕА 
- =—нннннниние | -5РАМ 
_ пааиилиииининк | -(0)52 


Рис. 4.8. Схема расположения делеций (толстые линии) в кластере глобиновых генов 
на хромосоме 16 человека, приводящих к а-талассемии. Справа подписаны страны 

и регионы происхождения: МС — Мексика; ТНАТ — Таиланд; ЕП, — Филиппины; 

СГ, — Колумбия; ВВТТ — Англия; ЗА — Южная Африка; МЕР — Средиземноморье; 
5ЕА — Юго-Восточная Азия; ЗРАМ — Испания 


“Колер: ). С. Натап Сбепейс Г/уегзйу: ЕипсНопа| сопзедиепсез ог БеаВ ап4 дезеазе. 
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Зарегистрированы и носители дупликаций глобиновых генов, у которых 
в одной хромосоме находятся не два, а три гена а-глобинов. Так, в одной се- 
мье из Уэльса отец и два его сына имели три копии в одном гомологе и две 
(норма) — в другом. У них наблюдалось 20 %-е превышение количества 
мРНК а-глобинов над мРНК В-глобина, что никак не сказывалось на «меди- 
цинском» фенотипе. 

На рис. 4.9” показана схема делеций, которые вызывают а-талассемию, 
но не затрагивают сами гены а-глобинов. Зато все эти делеции затрагивают 
консервативные на межвидовом уровне последовательности МС$-В1 и МС5- 
В2 далеко от обоих генов. Такие последовательности совпадают с участками 
гиперчувствительности к ДНКазе [ за счет того, что имеют более рыхлую 
структуру хроматина. Это и есть энхаснеры глобиновых генов, способствую- 
щие связыванию РНК-полимеразы и транс-активаторов транскрипции. 


Роивзк ЕН нвёф нам]  нвоф 
С160133 В нвА?}  пистыЕ-Е НЫ ЕАН 
НВА 
консервативные участки ы ы 
участки, гиперчувствительные к ДНКазе х жж * 


Рис. 4.9. Схема расположения делеций (толстые линии), приводящих к а-талассемии, 
относительно участков, консервативных на межвидовом уровне, и участков 
гиперчувствительности к ДНКазе 


Выше мы упоминали болезнь Тея-Сакса. Частота этой болезни высока так- 
же в Квебеке, и хотя это также франкоязычная часть Канады, как и «Акадия», 
откуда были депортированы предки кейджн, мутация оказалась другой — де- 
лецией многих нуклеотидов. Когда болезнь Тея-Сакса обнаружили в Квебеке, 
относительно ее происхождения бытовала «теория еврейских торговцев пуш- 


`Ки1эВ: ). С. Натап Сепейс Г/уегзиу: ЕипсНопа| сопзедиепсез ог БеаВ ап4 дезеазе. 
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ниной». Но вскоре выяснили природу мутации, а также и то, что болезнь вос- 
ходит к семье, жившей в Южном Квебеке в ХУП ь., т. е. на столетие раньше, 
чем во Франции жила семья, давшая начало аллелю кейджн. 

Иногда встречаются еще более экзотические мутации. Посмотрите 
еще раз на все тот же список аллелей, вызывающих В-талассемию в Италии 
(см. табл. 4.1). Обратите внимание на четвертый с конца аллель, носящий 
итальянское название «Лепоре». Для него не указан характер нуклеотидной 
замены. Дело в том, что это не совсем аллель гена НВВ. Эта нуклеотидная 
последовательность представляет собой гибрид между НВВ и геном дельта- 
глобина НВ. Оба гена являются в известной степени паралогами, произош- 
ли в результате дупликации одного глобинового гена, и их последователь- 
ности достаточно сходны. В результате возник «незаконный» кроссинговер, 
приведший к делеции около 7 тысяч пар оснований между этими генами и об- 
разованию гибридной последовательности глобинового гена. Эта последова- 
тельность унаследовала промотор от дельта-глобина, который слабо транс- 
крибируется в эритроцитах. В результате не вполне полноценного В-глобина 
оказывается еще и недостаточно, и в гомозиготе развивается В-талассемия. 

Более того, среди гемоглобина Лепоре выявлены последовательности, 
в которых точка стыка дельта- и В-глобина варьирует, т. е. такой гибридный 
ген возникал неоднократно: один аллель происходит из Новой Гвинеи, дру- 
гой — из Португалии и Бразилии, третий — из Испании и Италии. Найден 
и обратный гибрид, где начало гена происходит от В-глобина, а продолже- 
ние — от дельта-глобина. 

Среди инсерции весьма распространены вставки все тех же мобильных 
генетических элементов, или транспозонов. Однако инсерция — лишь одна 
часть события, которое в своей полноте является транспозицией или дупли- 
кацией. Например, классический аллель и у дрозофилы, гомозиготы по кото- 
рому имеют непигментированные (белые) глаза, вызван вставкой не менее из- 
вестного ретротранспозона сор1а. 


Д.1.4. Хромосомные мутации 


К мутациям чисто формально можно отнести и изменения, касающиеся 
хромосом в целом, такие как транслокации, инверсии, или изменения чис- 
ла хромосом, вплоть до удвоения (иного кратного увеличения) всего гено- 
ма. Такие изменения иногда даже называют хромосомными мутациями. Но 
в практике генетики слово «мутация» к ним обычно не применяется. Говорят 
конкретно о: 

— хромосомных перестройках — результатах разрывов хромосомной ДНК 
с последующим ее сшиванием по-иному; 
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— изменениях илоидностти, т. е. количества хромосом в ядре. Если оно 
кратно изменяется для всех хромосом гаплоидного набора, то говорят о га- 
плоидах (один набор), диплоидах, триплоидах, тетраплоидах и пр., а также 
в общем виде о полиплоидах. Если оно изменяетя некратно, по разному для 
разных негомологичных хромосом (при этом возникает дисбаланс в дозе 
генов, находящихся в негомологичных хромосомах), то говорят об анеу- 
плоидах. 


4.2. Классификации мутаций по месту 
и причине возникновения 


Мутации эукариот можно классифицировать также по тому, в каком гено- 
ме они происходят, т. е. на ядерные в ядерном геноме и иитоплазматические, 
затрагивающие геномы митохондрий и хлоропластов. 

Кроме того, по месту своего возникновения мутации делят на мутации 
в клетках зародышевого пути и в соматических клетках, естественно, в тех 
случаях, когда эти два пути разделены. Нельзя сказать, чтобы у первых было 
какое-либо специальное название, допустим, наследуемые мутации. В тех 
контекстах, когда о них заходит речь, такое уточнение, как правило, излишне. 
А вот вторые обычно называют соматическими мутациями. Они заслуживают 
самого пристального внимания хотя бы потому, что являются причиной всех 
онкологических заболеваний. 

Наконец, по характеру мутагенного фактора мутации делят на два боль- 
ших класса — спонтанные и индуцированные. Ко вторым относятся мутации, 
вызванные преднамеренным воздействием на организмы мутагенных факто- 
ров, таких как химические мутагены или радиация (чаще всего используется 
гамма-излучение), а иногда также ультрафиолетовое облучение. Спонтанны- 
ми же называют все мутации, которые происходят «сами собой», как правило, 
за счет ошибок ДНК-полимеразы, неправильного кроссинговера, воздействия 
вышеупомянутых мутагенных факторов в качестве естественных природных, 
а также в результате встройки мобильных генетических элементов. Когда по- 
следние только были открыты, одно время на них списывали большую часть 
спонтанных мутаций, но это оказалось преувеличением. 


4.3. Классификация мутаций в отношении функции 
молекулярного продукта мутантных аллелей 


Познакомимся с классификацией мутаций сточки зрения того, что проис- 
ходит с функцией молекулярного продукта соответствующего гена. Она была 
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предложена Германом Меллером — одним из учеников Т. Моргана, фактиче- 
ски сооснователем генетики, особо интересовавшимся вопросами мутагене- 
за. Эта классификация чисто умозрительна, абстрактна и редко используется 
на практике. Тем не менее, она очень полезна, что называется, для настройки 
мозгов, т. е. для того, чтобы представлять весь спектр возможных последствий 
и не пропустить интересных случаев. 

Аморфные мутации — молекулярная функция отсутствует вовсе. Для му- 
тации этого типа существует другой, уже знакомый термин «нуль-аллель». 
Различают РНК-овый нуль-аллель, когда отсутствует транскрипт, в том числе 
делеции (их следовало бы назвать «ДНК-овый нуль-аллель»); белковый нуль- 
аллель — когда отсутствует белковый продукт; и генетический нуль-аллель — 
когда продукт есть, но не выполняет свою молекулярную функцию. 

Гипоморфные мутации — интенсивность функции меньше (в количе- 
ственном или кинетическом смысле), чем в диком типе. 

Оба предыдущих класса объединяются английским термином 1[1055-0}- 
Диспоп тшаноиз (мутации с потерей функции). 

Гиперморфные мутации — интенсивность функции больше, чем у дикого 
типа, обозначаются соответствующим английским термином зат-о}ипсНоп 
тшанНоп$ (мутации с усилением функции). 

Антиморфные мутации — молекулярный продукт гена действует антаго- 
нистично по отношению к функции продукта дикого типа. Проиллюстрируем 
на гипотетической ситуации: допустим, продукт аллеля дикого типа является 
субстратом для какого-либо фермента, а продукт мутантного аллеля сохраня- 
ет способность связываться с его активным центром, но теряет способность 
вступать в данную ферментативную реакцию. Таким образом, он блокирует 
активный центр за счет конкурентного ингибирования и тем самым из суб- 
страта фермента превращается в эндогенный яд. 

Неоморфные мутации — продукт приобретает новую молекулярную функ- 
цию и может влияет на фенотип иным способом, чем аллель дикого типа. 


4.4. Классификация мутаций по действию на фенотип 


Классификация по действию на разные аспекты фенотипа, несмотря 
на свою конкретность, не столь полезна как вышепрведенная, так как самооче- 
видна, тривиальна и не добавляет нам нового знания. 

Летальные мутации — носитель нежизнеспособен, фенотинпа нет. 

Морфологические мутации — влияют на морфологию организма. 

Физиологические мутации — влияют на физиологию организма. 

Иногда выделяют класс поведенческих мутаций, но поведение — всего 
лишь одно из сложных физиологических проявлений, поэтому их, скорее, сле- 
дует считать подклассом физиологических мутаций. 
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Биохимические мутации — их влияние можно выявить в биохимиче- 
ском эксперименте, но они не влияют ни на одну физиологическую функцию. 
Сюда попадает масса мутаций, не сказывающихся на фенотипе в традици- 
онном, а не молекулярном его понимании, т. е. на «обычных» признаках ор- 
ганизма. Таковы, в частности, мутации, приводящие к возникновению элек- 
троморф белков, когда их аллельные варианты (продукты разных аллелей 
одного локуса), различаются по электрофоретической подвижности. Хоро- 
ший вопрос: куда следует относить мутации, влияющие на окраску: Логика 
заставляет считать их биохимическими мутациями. Однако их очень часто 
и довольно бездумно записывают в морфологические мутации, вопреки эти- 
мологии, указывающей на форму, при этом понимают под морфологией все, 
что видно глазом. 

Синонимичные мутации — вообще не выявляются в молекулярном про- 
дукте гена и могут быть обнаружены лишь при изучении своего материально- 
го носителя — соответствующего участка ДНК. Мы помним, что это тот ку- 
рьезный случай, когда фенотип совпадает с генотипом. 


4.5. Классификация мутаций по действию 
на приспособленность 


Приспособленность — понятие из эволюционной биологии, означающее 
эволюционный, по сути, репродуктивный успех. Оно детально рассмотрено 
в рамках соответствующего курса. Заметим, что приспособленность включа- 
ет в себя такие компоненты, как жизнеспособность, плодовитость и скорость 
индивидуального развития. Нетрудно понять, что все три компоненты имеют 
отношение к репродуктивному успеху. По влиянию на приспособленность вы- 
деляют следующие мутации: 

— летальные (ета), приводящие к смерти организма; 

— вредные (патт 4 от айеетоиз); 

— полезные (Бепейс1а/); 

— нейтральные (пештаЙ. 

В последний класс входят синонимичные, те биохимические, которые не 
влияют на метаболизм, а также довольно значительная часть морфологиче- 
ских. Одна и та же мутация может быть нейтральной либо влияющей на при- 
способленность в зависимости от размера популяции, а также нейтральной, 
выгодной или полезной в зависимости от условий. 
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4.6. Мутации с качественным и количественным 
влиянием на фенотип 


Есть еще одна бинарная классификация мутаций по степени воздействия 
на фенотип, которая выглядит тривиальной, но имеет неожиданно большой 
смысл. Это мутации с качественным эффектом и мутации с количественным 
эффектом. Суть этой классификации действительно тривиальна и следует 
из рассмотрения качественных и количественных признаков. Мутации с ка- 
чественным эффектом приводят к фенотипу, безошибочно отличающемуся 
от нормального. В том случае, если этот фенотип может быть измерен каким- 
то параметром, распределения его значений у нормальных особей и у особей, 
в которых проявляется данная мутация, не пересекаются. Эффект мутаций 
с количественным эффектом невелик и сопоставим с изменчивостью призна- 
ка, привносимой влиянием внешней среды или даже с чисто случайной его 
изменчивостью. Как следствие, носителя такой мутации невозможно выявить 
по его фенотипу, и генетический анализ оказывается возможным лишь метода- 
ми генетики количественных признаков, оперирующими со многими мутаци- 
ями подобного типа с неразличимым эффектом на фенотип. Данная «класси- 
фикация» была бы недостойна упоминания здесь, если бы не одно важнейшее 
обстоятельство. Мутации с небольшим количественным эффектом возникают 
гораздо чаще, чем мутации с качественным эффектом. Иначе говоря, частоты 
спонтанного возникновения первых имеют порядок 1/10* на ген на поколение, 
а вторых — 1/10°, т. е. мы имеем разницу в сто раз. Этот факт был обнаружен 
достаточно поздно, поскольку требовал изощренных методов анализа, ко- 
торые сами по себе не менее интересны, чем причины этого феномена и чем 
его следствия. Методическая сторона таких исследований достаточно сложна. 
Коснемся вкратце причин и следствий высокой частоты таких мутаций. 

Задним числом подобную высокую частоту мутаций с небольшим коли- 
чественным эффектом объяснить легко. Таким эффектом должны обладать 
мутации, влияющие не столько на кодирующие части генов, сколько на ин- 
тенсивность их транскрипции. А мишенью для мутаций может быть весьма 
протяженная область ДНК вокруг кодирующей части, которая влияет на ин- 
тенсивность транскрипции за счет цис-факторов — разнообразных сайтов 
связывания с белками-регуляторами, таких как энхансеры, и белками транс- 
крипционной машины, либо каким-то иным образом. 

Следствия из установленного факта высокой частоты мутаций с коли- 
чественным эффектом также вполне серьезны. Организм представляет собой 
тонко отлаженную машину, построенную в ходе разворачивания тонко же от- 
лаженной генетической программы. Любое изменение с гораздо большей веро- 
ятностью нарушит отладку и ухудшит машину в целом, чем улучшит ее (хотя 
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все, что достигнуто эволюцией, достигнуто с помощью редких благоприятных 
мутаций). Поэтому среди мутаций с количественным эффектом, влияющих 
на важные интегральные признаки организма, на которые воздействуют множе- 
ство генов, такие как размер тела, плодовитость, интеллект (там, где он имеет- 
ся) и т. д., преобладают гипоморфные, слабо вредные мутации (5йейНу а@еетоиз 
тшанНои$). Следовательно, мутационный процесс сам по себе способствует по- 
степенной деградации всей генетической системы и организма в целом. Един- 
ственной силой, противостоящей этой тенденции к «ухудшению качества» ор- 
ганизмов, является естественный отбор. Если отвлечься от метафорического 
названия этого явления, он означает следующее. Если признак важен для при- 
способленности в данной среде, которая, в свою очередь, складывается из та- 
ких компонент, как выживаемость, плодовитость и скорость индивидуального 
развития, то автоматически появится тенденция исключения вредных мутаций 
из популяции. В результате в природе устанавливается динамическое равнове- 
сие между мутационным процессом, «ухудшающим» организмы за счет слабо 
вредных мутаций, и преимуществом во вкладе в следующее поколение, которое 
получают носители нормальных аллелей (и даже редких благоприятных мута- 
ций). В условиях, когда какой-то признак перестает влиять на приспособлен- 
ность, он начинает деградировать, причем медленно и постепенно (ибо каждая 
мутация имеет весьма малый эффект). Поскольку эффект мутаций с количе- 
ственным эффектом невелик, в популяциях иу вида в целом со временем может 
не остаться «нормальных» аллелей, и такая медленная деградация затрагивает 
многие гены количественных признаков. Можно сказать, что сама «норма» по- 
степенно «ухудшается». В этом состоит отличие данной ситуации от мутаций в 
структурных генах, когда естественному отбору приходится «выбирать» между 
мутацией с сильным эффектом и несомненной нормой. Мы можем наблюдать 
результат вышеописанной деградации на примере зрения, которое исчезает 
у пещерных организмов. Но в данном случае мы видим уже готовый результат 
длительной эволюции (не всегда чересчур длительной — известен случай, когда 
слепые пещерные рыбы из рода А%уапах сохраняли способность скрещиватся 
в эксперименте со своими зрячими поверхностными родственниками, что по- 
зволило провести генетический анализ присутствия/отсутствия у них органов 
зрения). Еще один яркий пример такой деградации являют одомашненные виды 
животных, у которых признаки, не являющиеся хозяйственно-ценными, такие 
как объем мозга, развитие скелета и пр., с очевидностью деградируют, причем 
эту деградацию можно констатировать археологически '. Мы не можем наблю- 
дать аналогичный процесс деградации интеллекта и физической силы у чело- 
века, поскольку находимся внутри очень медленного процесса, занимающего 


* Сюда же относятся и такие явления, как, например, представляющиеся параллель- 
ными у разных видов «падение» ушей и появление пегостей в окраске. 
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сотни и тысячи поколений. Но в том, что такая деградация человечества, неза- 
метная, медленная и неуклонная, в целом имеет место, нет никаких сомнений, 
поскольку количество оставленных потомков с какого-то момента развития че- 
ловечества перестало коррелировать и с силой, и с интеллектом, и, скорее, на- 
метилась обратная корреляция. 

Вообще полезно бывает иногда увидеть мир таким, каков он есть. Амери- 
канцы провели исследование репродуктивного успеха у людей в современном 
обществе. Выяснилось, что в этом отношении с огромным отрывом лидиро- 
вали несколько мужчин, являвшихся активными донорами в банки спермы. 


4.7. Закон гомологических рядов Н. И. Вавилова 


Академик Николай Иванович Вавилов сыграл огромную роль в разви- 
тии отечественной и мировой генетики, прежде всего заложив генетические 
основы селекции культурных растений. (Как и всякий выдающийся человек 
в СССР времен Сталина, он был арестован и, как и большинство из них, уни- 
чтожен. Он умер от дизентерии во время следствия, продолжавшегося два 
года. Его следователь по фамилии Хват впоследствии был всего лишь исклю- 
чен из коммунистической партии, о чем очень переживал.) Четвертого июня 
1920 г. на Ш селекционном съезде в Саратове Н. И. Вавилов обнародовал поло- 
жение, которое впоследствии стали называть Законом гомологических рядов 
в наследственной изменчивости Н.И. Вавилова. Вот его оригинальная фор- 
мулировка: «Виды и роды, генетически близкие, характеризуются сходными 
рядами наследственной изменчивости с такой правильностью, что, зная ряд 
форм в пределах одного вида, можно предвидеть нахождение параллельных 
форм у других видов и родов». Классическим примером являлась сходная из- 
менчивость у разных видов культурных злаков, сходные наследственные вари- 
анты окраски у разных видов млекопитающих. 

Закон гомологических рядов имел огромное практическое значение. Во- 
первых, он предполагал, что у разных видов культурных растений должны 
были существовать еще неизвестные к тому времени варианты изменчиво- 
сти, имевшиеся у других видов. С целью их обнаружения были организованы 
многочисленные экспедиции по всему миру, в частности в труднодоступные 
районы, где сохранилось древнее традиционное земледелие и традиционные 
культуры. И действительно, такие варианты, как правило, рано или поздно об- 
наруживались. Во вторых, этот закон в свое время имел важное теоретическое 
значение и способствовал пониманию связи генетики и эволюции. 

Однако вызывает некоторое удивление, что многие отечественные уче- 
ные продолжают называть обнаруженное Н.И. Вавиловым сходство измен- 
чивости родственных видов «законом» и превозносят вплоть до настоящего 
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момента, видя в нем некое проявление одинаковой направленности эволюции 
у родственных форм, т. е. воспринимая его как проявление некой общей эво- 
люционной программы, несколько в духе «теории номогенеза» современника 
Вавилова — Л.С. Берга. Последний предполагал, что подобно тому, как суще- 
ствует наследственная программа, управляющая онтогенезом (что станови- 
лось очевидным как раз в начале ХХ в.), существует подобная наследственная 
программа, управляющая и филогенезом. На самом же деле «закон» гомологи- 
ческих рядов В наследственной изменчивости в наши дни выглядит тривиаль- 
НЫМ. Речь идет нео направлении эволюции близких видов, а всего лишь об их 
мутациях, т. е. поломках генов. По сути, этот «закон» говорит лишь о ТОМ, ЧТО 
сходные организмы ЯВЛЯЮТСЯ результатом развертывания |. <@)105 (927 генетиче- 
ской программы их индивидуального развития. Программы индивидуального 
развития, а не эволюционных преобразований! Сходство программы предпо- 
лагает и сходство ее изменчивости, в частносчти, в результате поломок каких- 
то ее элементов. Кроме того, не исключено, что не все одинаковые мутации 
происходят у родственных видов независимо. Близкие ВИДЫ могут иметь сход- 
ный полиморфизм просто потому, что они унаследовали этот полиморфизм 
от своего общего эволюционного предка. 
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ГААВА 5 


МОНОГИБРИАНОЕ, АИГИБРИАНОЕ 
И АНААИЗИРУЮШЕЕ СКРЕШИВАНИЕ 


5.1. Моногибридное скрещивание — определение 


Давайте рассмотрим то, что в генетике традиционно называется моно- 
гибридным скрещиванием (эта терминология идет от одного из переоткры- 
вателей работы Менделя и генетики Гуго де Фриза), хотя логичнее его было 
бы назвать монолокусным или моногенным. Этим термином обозначаются 
два поколения скрещиваний, где рассматривается поведение только пары 
аллелей одного какого-то локуса. При этом об отличиях по другим локусам 
ничего не известно или на них не обращается внимание”. Две гомозиготы 
по разным аллелям скрещивают между собой. Первые генетики, как пра- 
вило, начинали свои опыты со скрещивания двух разных сортов или пород 
(отсюда и название, включающее корень «гибрид»), которые обычно гомози- 
готны по большинству локусов. В результате этого скрещивания получаются 
гибриды первого поколения, или гибриды Е.. Затем гибриды первого поко- 
ления скрещиваются между собой по принципу брат-сестра. В генетике су- 
ществует термин сиб, означающий «брат или сестра» (от слов 515{ег и Бтошйет), 
т.е. потомка одного и того же скрещивания безотносительно пола. Поэтому 
можно сказать, что проводится скрещивание сибов (обращаем внимание, 
что часто неправильно говорят «сибсов», тогда как $15 — это множественное 
число в английском языке). В случае растений, способных к самоопылению, 
поступают еще проще — дают им опылить самих себя. В результате получа- 
ются гибриды второго поколения. Это поколение принято называть Е.. Итак, 
моногибридным скрещиванием называют два этапа скрещиваний, в которых 
обращается внимание на поведение аллелей одного локуса: на первом этапе 
скрещиваются контрастные гомозиготы, на втором — гибриды первого по- 
коления между собой или сами с собой. 


“Таким образом, гибридов в моногибридном скрещивании много — целых два 
поколения, а вот локус всего один. Алогичность термина подчеркивается здесь специ- 
ально, чтобы этимология не сбивала с толку, кроме того, исключения всегда запоми- 
наются легче правил. 
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Поскольку все гаметы, образуемые гомозиготой по любому аллелю, несут 
только этот аллель, потомство Е, от скрещивания гомозигот по двум разным 
аллелям может быть только гетерозиготой по ним. Таким образом, все потом- 
ство будет иметь идентичный генотип в отношении данного локуса. Следова- 
тельно, поколение Е, мы получаем, скрещивая две одинаковые гетерозиготы 
между собой. Пусть это будут все те же гетерозиготы А а по аллелям, опре- 
деляющим белые и красные цветки у гороха. Они растут, образуют бутоны, 
в которых происходит мейоз. В результате мейоза образуются гаметы, в них 
попадает одна из каждой пары гомологичных хромосом. В потомстве такого 
скрещивания родительские фенотипы А иа возникают в соотношении 3 : 1. 
Однако хотелось бы обратить внимание на некие тонкости, которые, как мо- 
жет показаться, не имеют особого практического значения, но очень важны 
теоретически, поскольку иногда встречаются наивные генетики, которые ус- 
матривают в явлениях биологический смысл в том, что является всего лишь 
проявлением закономерностей, описываемых в теории вероятностей. 

Какова вероятность того, что в отдельно взятую гамету попадет именно 
аллель А? Попадание разных аллелей в разные клетки происходит в мейозе. 
Исключим мейотический драйв, т. е. сделаем логичное допущение, что ген 
а никак не влияет на судьбу хромосом и клеток в мейозе (а таково большин- 
ство генов). Следовательно, попадание в одну из клеток диады аллеля А или 
а зависит от случая, и эти события равновероятны. Вычислим вероятности 
того, что отдельно взятая гамета окажется принадлежащий к одному из этих 
двух классов. Обозначим их как р(А) и р(а). Эти вероятности равны. Вероят- 
ности всех возможных в той или иной ситуации исходов (полная группа собы- 
тий) в сумме должны равняться еднице. Исхода у нас два — А и а. Значит, мы 
имеем систему двух простейших линейных уравнений: 


Р(А) = р(а), 
РСА) + р(а) = 1. 


Отсюда получаем 


Р(А) = р(а) = 1/2. 


Эти два значения вероятности двух единственно возможных исходов уже 
представляют особое распределение Бернулли. Попадание в отдельно взятую 
клетку диады аллеля А аналогично подбрасыванию монетки и представляет 
собой испытание Бернулли с вероятностью успеха р = 1/2. Распределение Бер- 
нулли описывает количество успехов в одном испытании Бернулли, задано 
на множестве всех возможных исходов, включающих всего два значения — 
(и 1, имеет среднее р и дисперсию р (1-р). Итак, мы имеем тривиальнейший 
вывод — аллель А попадает в отдельно взятую гамету с вероятностью 1/2. Этот 
вывод легко получить в уме без всякой системы уравнений. 
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5.2. Частота аллеля в продуктах женского мейоза гетерозиготы 


Рассмотрим по отдельности мужской и женский мейоз и начнем с женско- 
го. Возьмем все множество яйцеклеток, образованных данным растением — 
гетерозиготой А а, и зададимся вопросом: какова среди них доля тех, кото- 
рые несут аллель А, иными словами, какова доля носителей аллеля А среди 
гамет? Кому-то захочется немедленно ответить: 1/2. Но это означало бы, что 
если растение произведет 101 зародышевый мешок, то аллель А будет нести 
50,5 мешков, чего быть не может. Конечно, можно сказать, что частота аллеля 
А будет 1,2 «в среднем». Но когда говорят о среднем, то подразумевают и су- 
ществование отклонений — налицо случайная величина. Любая случайная 
величина исчерпывающим образом характеризуется своим распределением. 
Какое распределение имеет случайная величина «количество носителей алле- 
ля А среди зародышевых мешков»? Распределение вероятности К успехов в и 
испытаниях Бернулли, т. е. сумма и распределений Бернулли, называется би- 
номиальным распределением. Его носителем является последовательность це- 
лых чисел от 0 до и, и оно определяется двумя параметрами, а именно: р — ве- 
роятность успеха в одном испытании Бернулли и и — количество испытаний 
Бернулли, т. е. объем выборки. Матожидание («среднее») Мак (К) этого распре- 
деления есть пр, его дисперсия есть ир(1-р). Сама вероятность К успехов в И ис- 
пытаниях Бернулли — обозначим ее Р(К) — описывается простой формулой: 


Р(К) = С° р*(1-р)"®. 
В нашем случае р = 1/2, поэтому 
Р(К) = С* /2°. 


Среднее количество зародышевых мешков, несущих аллель А, есть и/2 (для 
п = 101 мешков Мае (К) = 50,5, как сказано выше), дисперсия есть и/4 (вдвое 
меньше среднего), среднеквадратическое отклонение есть половина квадрат- 
ного корня из и — в нашем случае это приблизительно 5,023. Для 100 мешков 
среднее будет 50, среднеквадратическое отклонение — 5. Заметим, что значе- 
ние р нам известно заранее и точно из механизма мейоза. Нам не нужно делать 
его оценки на основании выборки и, соответственно, не нужны никакие по- 
правки на смещение от объема выборки. Плотность биномиального распреде- 
ления с параметрами р = 1/2, и = 100 показана на рис. 5.1. 

Каждому реализовавшемуся количественному соотношению женских га- 
метофитов, несущих аллели А и а, соответствует своя вероятность. Это, в част- 
ности, означает, что если мы делаем и испытаний, т. е. берем и гамет, то с не- 
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Рис. 5.1. Гистограмма плотности биномиального распределения ср = 1/2 ии = 100 


которой ненулевой вероятностью можем получить любое число К носителей 
аллеля А от 0 до п. Иначе говоря, может оказаться и так, что мы не получим 
ни одного носителя А, поэтому все гаметы окажутся носителями а. Согласно 
биномиальному распределению, вероятность такого результата есть р", а это 
значит, что она стремительно падает с увеличением объема выборки (и). Если 
у нас есть 100 женских гаметофитов, произведенных гетерозиготой, то вероят- 
ности того, что все они будут нести аллель А, составит 7,9 х 10%, с такой же 
вероятностью аллель А не будет нести ни один гаметофит. Если гаметофитов 
10, то эта вероятность составит примерно 0,00098. 

Удобнее говорить не о количестве носителей аллеля А, К, а об их эксиеримен- 
тальной частоте КА) = К/и. Вероятность получить конкретную частоту (область 
определения которой в данной модели все еще дискретна) описывается формулой 


Р(К/) = С°. р* (1 — р)" Чи. 


Матожидание частоты носителей А будет равно р — в нашем случае это 0,5; 


дисперсия — р(1 - р)/м, среднеквадратическое отклонение — \/р(1-р)/п` 
В выборке из 100 гамет среднеквадратическое отклонение частоты носителей А 
составит 0,05. Мы видим, что в формуле среднеквадратического отклонения ча- 
стоты объем выборки и стоит под корнем в знаменателе, а другие экстенсивные 
величины отсутствуют. Если и велико, то реальные полученные в опыте частоты 


`Кстати, частоту носителей А, КА) при и испытаниях Бернулли можно рассматри- 
вать как выборочную оценку матожидания распределения Бернулли, т. е. количества 
носителей в одном испытании, а величину _/р(1- р) /п — как ошибку среднего распре- 
деления Бернулли, т. е. стандартную ошибку. И действительно, она получается путем 
извлечения корня из дисперсии количества носителей А в одном испытании Бернулли, 
которая есть р(1 - р), деленной на объем выборки и. 
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(К/и) приближаются к теоретическим вероятностям со все большей точностью, 
это принято называть «законом больших чисел». Но при этом вероятность точ- 
ного совпадения экспериментальных частот с теоретическими вероятностями 
как раз уменьшается. Например, вероятность получить частоту строго 1/2 (фак- 
тическая частота совпадает с теоретической вероятностью) на выборке из 10 га- 
мет (когда 5 из них несут аллель А), есть число сочетаний из 10 по 5, т. е. (10!)/ 
(5!)?, умноженное на 1/21, что составляет около 0,25 (25 %), тогда как то же самое 
на выборке из 100 гамет (когда ровно 50 из них несут аллель А) есть число соче- 
таний из 100 по 50, т. е. (100!)/(50!)? умноженное на 1/21%., что составляет всего 
около 0,08 (8 %). Это происходит оттого, что та же самая вероятностная масса, 
в сумме равная 1, при увеличении и делится на все большее количество клас- 
сов — возможных исходов. 


5.3. Частота аллеля в продуктах 
мужского мейоза гетерозиготы 


А какова частота аллеля А в мужском мейозе? Ответ — 1/2. Это строгая 
цифра, которая случайной величиной не является! И если вас спросят, како- 
ва будет частота аллеля А, если всего образовалось 101 пыльцевое зерно, или 
даже 90 пыльцевых зерен, то вы должны ответить, что с точки зрения механиз- 
ма полового размножения такого просто не бывает. Каждый мужской мейоцит 
дает 4 пыльцевых зерна, поэтому общее количество образовавшейся пыльцы 
должно быть кратно 4. Естественно, в жизни и количество пылинок может 
быть не кратно 4, и частота аллеля А может быть не тождественно равна 1/2. 
Но это означает, что вмешались какие-то дополнительные факторы, не связан- 
ные с половым процессом и не учтенные в нашей совершенно строгой моде- 
ли — какие-нибудь вредители поели пыльцу ит. п. 


5.4. Частота аллеля среди гамет, 
участвующих в размножении при скрещивании гетерозигот 


Давайте теперь предоставим гетерозиготе опылить саму себя (если это 
возможно), либо же скрестим две гетерозиготы. Рассмотрим образование од- 
ной-единственной случайно выбранной зиготы. Примем еще одно допущение, 
опять-таки почти всегда выполняющееся на практике, что аллели, имеющиеся 
в гаметах, никак не влияют на процесс оплодотворения. Тем не менее, если в мей- 
озе мы имели случайное событие — расхождение гомологов, то при оплодотво- 
рении имеем другое и независимое случайное событие — объединение аллелей 
в одну клетку. Какова вероятность, что зигота получит от отца аллель А? К мо- 
менту оплодотворения гаметофиты обоего пола уже сформировались и уже та- 
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ковы, каковы есть. Поэтому если рассматривать строго, то эта вероятность для 
каждой из зигот не является независимой. Доведем ситуацию почти до абсурда, 
но без потери биологического смысла: допустим, в самоопыляющемся цветке об- 
разовалось 5 семяпочек и 12 пыльцевых зерен. Как мы знаем, среди этих 12 пыль- 
цевых зерен 6 несут аллель А, аб — аллель а. Допустим, 4 из 5 пыльцевых мешков 
были оплодотворены носителями аллеля А — чисто случайно возможно и такое. 
Тогда для 5-го пыльцевого мешка остается 6 носителей аллеля а и всего 2, т. е. 
в три раза меньше, носителей аллеля А. В статистике эта ситуация называется 
«выборка без возвращения», так как соответствует модели мешка, наполненного 
черными и белыми шарами, которые мы достаем оттуда, не возвращая обратно. 

В такой ситуации имеет смысл рассматривать такую случайную величину 
как количество носителей аллеля А среди тех и мужских гаметофитов, которые 
участвовали в оплодотворении. Эта случайная величина — снова назовем ее К — 
описывается так называемым гипергеометрическим распределением. Оно зависит 
от уже трех параметров: и — объем нашей выборки (количество образовавших- 
ся зигот), М — объем генеральной совокупности (общее количество пылинок) 
и М — количество «нужных» объектов в генеральной совокупности (количество 
носителей аллеля А среди всей пыльцы). Его среднее есть иМ/\У; величина М/М 
соответствует р в предыдущем примере (это доля носителей А в генеральной со- 
вокупности). Дисперсия выражается сложнее: и(М/М)(1 - М/М)(М - и)/(М - 1). 
Мы видим, что она отличается от дисперсии биномиального распределения 
лишь множетелем: (№-и)/(М№-1). При больших М и много меньших и, этот мно- 
житель приближается к единице, поэтому результаты выборки с возвращением 
практически неотличимы от выборки без возвращения. В мужском мейозе эти 
условия почти выполняются. В случае мужского мейоза значение М/М известно 
точно и есть 1/2. Получаем формулу для дисперсии: и(М - и)/4(М - 1). Если у нас 
было 1 000 пылинок и завязалось 100 горошин, то мы получаем -90/4 = 22,5. Как 
видим, дисперсия несколько меньше, чем 25, в случае биномиального, т. е. раз- 
брос результата будет меньше". И это неудивительно — наша система более пред- 
сказуема, чем подбрасывание монетки, поскольку общее количество носителей 
аллеля А уже фиксировано, и если у нас много раз выпала «решка», это будет 
чаще скомпенсировано тем, что в дальнейшем будут чаще выпадать «орлы», чего 
как раз не наблюдается при подбрасывании монетки. В этой системе уже можно 
руководствоваться соображениями типа «бомба два раза в одну воронку не пада- 
ет», которое как раз совершенно несправедливо в отношении бомбы. 

А как обстоят дела в женском мейозе? С одной стороны, точно так же — 
мейоз прошел до оплодотворения. Мы снова имеем случайную величину 
К женских гаметофитов, участвующих в размножении, описываемую тем же 


`Его можно оценить с помощью среднеквадратического отклонения, которое 
здесь составит 4,74; сравним с 5 убиномиального распределения. 
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гипергеометрическим распределением. Однако, как мы уже убедились, в этом 
случае М является уже не константой, а случайной величиной, потому что ко- 
личество носителей аллеля А среди № зародышевых мешков уже не строго №/2, 
а описывается биномиальным распределением для выборки объемом М с ве- 
роятностью успеха 1/2 и, соответственно, матожиданием №2. Действительно, 
число носителей аллеля А среди яйцеклеток, участвующих в размножении, 
есть результат двух строго последовательных случайных событий, связанных 
с двумя этапами полового процесса — мейоза и оплодотворения. В формулах 
для моментов распределения случайной величины, возникающей в момент 
оплодотворения, следует подставлять значения другой случайной величины, 
возникшей в момент второго деления мейоза. Эта случайная величина, в свою 
очередь, имеет свою дисперсию. Дисперсия суперпозиции двух случайных ве- 
личин превышает дисперсию каждой из них. Таким образом, дисперсия часто- 
ты среди образовавшегося потомства аллеля А, пришедшего от матери, будет 
больше, чем у биномиального распределения. 

Однако обратим внимание на одну важную для нас особенность женско- 
го мейоза у растений. Как правило, в размножении участвует большинство или 
почти все образовавшиеся яйцеклетки (чего не скажешь, например, о челове- 
ке). Неопределенность в мейозе, а именно неопределенность попадания одного 
из аллелей именно в яйцеклетку, а не в направительные тельца, компенсируется 
изрядной определенностью в оплодотворении, в противоположность мужскому 
мейозу, где присутствует полная определенность в мейозе, но за счет избытка 
мужских гамет велика неопределенность в оплодотворении. Если все яйцеклет- 
ки участвуют в размножении, т. е. и = М, среднее гипергеометрического распре- 
деления оказывается равным М, а дисперсия — 0, то мы получаем в чистом виде 
случайную величину М, описываемую биномиальным распределением. А это 
и понятно — мы ищем ответ на вопрос, сколько носителей А участвует в раз- 
множении, и если в размножении участвуют все женские гаметофиты, то ответ 
на вопрос мы уже получили ранее с помощью биномиального распределения. 
Если же в размножение вступают не все образовавшиеся яйцеклетки, то к дис- 
персии биномиального распределения добавится ненулевая дисперсия гиперге- 
ометрического распределения, в то время как средняя частота аллеля А (не пу- 
тать со средним числом ее носителей) будет М/М№, т.е. сохранится той же, которая 
сформировалась при испытаниях Бернулли в момент мейоза". 

Итак, когда мы рассматриваем вероятность попадания аллеля А в отдельно 
взятую гамету, то все они получаются равными 1/2. Частота аллеля А в продуктах 
женского мейоза описывается биноминальным распределением. Но если мы рас- 
сматриваем частоту аллеля А среди множества гамет, вступивших в размножение, 


"Заметим, это в прямом смысле «наш случай»; сравним количество примордиаль- 
ных фолликулов и детей у любой женщины. 
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то эта величина описывается распределением, несколько отличающимися от би- 
номиального распределения, которое описывает множественное подбрасывание 
монетки. Причем среднее остается 1/2, а дисперсия в общем случае для мужско- 
го мейоза получится меньше, для женского — больше, хотя эти отличия в реаль- 
ных биологических ситуациях весьма незначительны. Все дело в том, что в нашем 
скрещивании участвуют два половых поколения — спорофит и гаметофит, и по- 
томство растения в каждом цветке формируется при оплодотворении случайно 
из двух весьма неодинаковых популяций гаметофитов — мужских и женских. 

В тексте выше в одних и тех же ситуациях преднамеренно употреблены раз- 
ные термины и упоминаются разные объекты, например, гаметы, гаметофиты, 
зародышевые мешки, яйцеклетки, чтобы вы привыкли устанавливать логиче- 
скую связь между ними, в частности тот факт, что для нашего рассмотрения они 
равнозначны. 


5.5. енетическое расщепление генотипов 
во втором поколении моногибридного скрещивания 


Наконец, спермии, находящиеся в прорастающих пылинках, сливают- 
ся с яйцеклетками в зародышевых мешках. Образуются зиготы, семена, вы- 
растают растения. Какие они будут иметь генотипы и фенотипы и сколько? 
Интуитивно понятно, что поскольку у нас в обоих случаях появляется выбор 
гаметофитов, то получается и некоторое разнообразие вариантов зигот. По- 
скольку мы договорились, что наш локус на мейоз, жизнеспособность и пове- 
дение гаметофитов не влияет, то выбор случаен. При оплодотворении спермий 
сливается с яйцеклеткой. Тех и других у нас есть два типа, вернее, два генотипа. 
Сколько возможно вариантов зигот? 

Начертим таблицу, где слева по вертикали записаны генотипы яйцеклеток, 
сверху по горизонтали — генотипы спермиев, на пересечении соответствующих 
строк и колонок — все получившиеся типы зигот. Нам повезло, что мы дипло- 
идны и у нас соответственно два пола. Будь пола три, а клетки — триплоидны, 
таблице пришлось бы быть трехмерной. Используя эту таблицу, рассчитаем ве- 
роятности четырех вариантов зигот (табл. 5.1). Для этого обратим внимание, 
что принадлежность зиготы к тому или иному классу есть сложное событие, 
состоящие каждое из двух событий: яйцеклетка принадлежит к определенному 
классу и спермий принадлежит к определенному классу. Вероятности этих со- 
бытий мы привычно примем равными 1/2, хотя, как мы уже убедились, не все 
так просто — эти вероятности равны частотам гамет, участвующих в размно- 
жении, которые сами являются случайными величинами с матожиданием 1/2. 
Вероятности сложных событий, состоящих из независимых элементарных со- 
бытий, вычисляются путем перемножения вероятностей последних. 
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Таблица 5.1 
Спермии 

Яйцеклетки А а 
Вероятность = 1/2 Вероятность = 1/2 

А АА Аа 
Вероятность = 1/2 Вероятность = 1/4 Вероятность = 1/4 

а аА аа 
Вероятность = 1/2 Вероятность = 1/4 Вероятность = 1/4 


Такая таблица была впервые начертана английском генетиком Р. Пенне- 
том и стех пор называется «решетка Пеннета». 

Итак, после встречи гамет двух генотипов мы получили зиготы. Скольких 
же генотипов? Хочется ответить, что четырех. Но если подумать, то генотипы 
Аа и аА неразличимы. Хромосомы в ядре не располагаются так: слева материн- 
ская, справа — отцовская или каким-то подобным регулярным образом — они 
там находятся «как попало». Так что нам остается объединить эти два события 
в одно, не забыв просуммировать их вероятности '. Мы получаем три генотипа 
зигот: АА, Аа и аа с вероятностями 1/4, 1/2 и 1/4 соответственно. 

Итак, мы рассчитали вероятность того, что одна отдельно взятая зигота бу- 
дет иметь тот или иной генотип. При этом мы исходили из матожидания вероятно- 
стей, с которой тот или иной генотип будет иметь каждая из гамет. Таким образом, 
каждому классу объектов мы приписали вероятность. В сумме эти вероятности 
дают 1, так как набор объектов (генотипов) описывает полную группу событий 
(иных генотипов в нашей модели получиться не может). А сколько же каких зигот 
образуется в реальности? Мы имеем многомерную случайную величину — в дан- 
ном случае трехмерную, так как имеется три разных класса объектов, которые 
могут иметь ту или иную численность, описывающуюся иолиномиальным (муль- 
тиномиальным) распределением. Его свойства таковы, что если мы рассматриваем 
только один, /-й класс объектов, то вероятность Р(К) нахождения К объектов этого 
класса в выборке объема и при вероятности попадания в Г-й класс р, описывает- 
ся биномиальным распределением с параметрами р, и и. Напомним, что в общем 
случае р, не обязана равняться 1/2, как в случае подбрасывания монетки или по- 
падания аллеля в клетку диады, т. е. биноминальное распределение описывает 
и подбрасывание монетки с неравными вероятностями выпадания орла и решки. 
Это опять-таки означает, например, что несмотря нато, что теоретическая вероят- 
ность гетерозиготы есть 1/2, на сколь угодно большой выборке может получиться 


`Как события оплодотворения они действительно разные — получение аллеля 
А от отца и а от матери и наоборот суть разные события, однако они объединяются 
в одно событие — получение гетерозиготы Аа. 
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и так, что у нас не будет ни одной гетерозиготы, и так, что все зиготы окажутся 
гетерозиготными, и вероятность такого события снова тем меньше, чем больше 
выборка и. Но мы не можем, к примеру, получить 0 объектов во всех трех классах, 
поскольку каждый из и объектов должен относиться к какому-то одному из них. 
Если мы рассматриваем несколько классов, то случайные флуктуации из получив- 
шихся в опыте численностей зависят друг от друга, так как ограничены тем усло- 
вием, что в сумме все классы должны дать И. 

Еще раз напомним, что в нашем случае мультиномиальное распределе- 
ние вероятностей получить при оплодотворении столько-то зигот такого-то 
класса включает в себя в качестве констант вероятности того, что в размноже- 
нии участвовало столько-то гамет таких-то генотипов, которые на самом деле 
суть случайные величины вследствие вероятностного характера гаметогенеза 
и участия индивидуальных гамет в размножении. Отсюда следует, что раз- 
брос реальных численностей будет еще больше, чем предполагает само по себе 
мультиномиальное распределение. 

Если и велико, то реальные полученные в опыте частоты К/и приближают- 
ся ктеоретическим вероятностям со все большей точностью. Но точное совпа- 
дение экспериментальных частот с вероятностями возможно только как слу- 
чайное событие. Поэтому если в какой-то генетической работе автор сообщит, 
что унего получилось 30 гомозигот одного класса, 30 гомозигот другого класса 
и 60 гетерозигот, то ему можно и поверить, поскольку такое точное совпадение 
хотя и маловероятно, но возможно. Но если далее он сообщит, что по другому 
локусу у него получилось по 12 гомозигот обоего класса и 24 гетерозиготы, то, 
хотя с некоторой вероятностью возможно и такое, мы вправе предположить, 
что столкнулись с фальсификатором, который не знает статистики. Хуже, если 
в статье приведено 52 : 103 : 47 и 29 : 62 : 28. Такое тоже возможно (как и лю- 
бой другой вариант), но отклонения очень уж маленькие — мы можем запо- 
дозрить, что имеем дело с фальсификатором, который обладает некоторыми 
весьма туманными представлениями о статистике, либо с неуверенной клас- 
сификацией объектов, интуитивно подгоняемой под ожидаемую модель. 

Кстати, такого подозрения лет через 50 после смерти не избежал 
и великий Мендель. Не менее великий матстатистик и биометр Рональд Фишер 
предположил, даже не подсознательную подгонку данных под модель (невозмож- 
ную при таких тонких эффектах), но сознательную фальсификацию: Мендель де 
проверил свою умозрительную модель на небольшом материале и настолько в нее 
уверовал, что, не имея возможности проверить на обширном материале, сфабри- 
ковал эти обширные данные. Однако детальное рассмотрение современными ав- 
торами методов Менделя свидетельствует о том, что оснований подозревать его 
в фальсификации не имеется. Подробнее эта коллизия будет рассмотрена в гл. 6. 

Но фальсификаторы, к счастью, встречаются редко, гораздо чаще встает 
противоположная проблема: мы получаем фактические частоты, довольно силь- 
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но отклоняющиеся от наших теоретических вероятностей. Возникает вопрос: есть 
ли это всего лишь случайность («шутки дедушки Менделя») или имеются осно- 
вания заподозрить, что не выполняется наша простая модель, на основе которой 
эти вероятности расчитаны? Для решения этой проблемы существуют статисти- 
ческие критерии, и прежде всего всем хорошо известных критерий хи-квадрат. 
На основе отклонений фактических численностей от теоретически ожидаемых 
расчитывается некая величина (она равна сумме квадратов отклонений фактиче- 
ских численностей от ожидаемых, поделенных на ожидаемые), являющаяся об- 
щей мерой всех отклонений. Эта величина сама имеет распределение, базирующе- 
еся на мультиномиальном распределении численностей классов, которое зависит 
от числа классов и объема выборки. В чем же состоит процедура «проверки» того, 
насколько наши отклонения «статистически значимы»? "Мы всего лишь опреде- 
ляем вероятность, с которой возможны отклонения от теоретически ожидаемых 
численностей в целом не меньшие, чем полученные нами, при условии, что вер- 
на наша теоретическая модель, на основании которой мы расчитываем вероят- 
ности событий. Традиционно в качестве уровней значимости приняты значения 
0,05 (5 %), 0,01 (1 %) и 0,001 (0,1 %). Если значение критерия таково, что суммарная 
вероятность не меньших его значений составляет менее 5 %, то принято считать, 
что оснований отвергать нашу теоретическую модель нет. Это максимум, что мы 
можем сделать, и здесь уровень значимости определяется всего лишь традицией, 
кристаллизовавшейся из практики принятия решений. С такого уровня вероят- 
ности принятие решения о том, что нашу модель следует отвергнуть, оказывается 
практически оправданным в том смысле, что пять процентов ошибочных реше- 
ний — это тот уровень, который человек и общество могут себе позволить. 

В целом, случайный характер соотношения генотипов диктует нам ситуа- 
цию, в которой отклонения должны быть очень сильными, чтобы заставить 
нас отвергнуть нашу теоретическую модель и искать для них какие-то иные 
интерпретации. 


5.6. енетическое расщепление фенотипов 
во втором поколении моногибридного скрещивания 


Итак, исходя из наших знаний о природе мейоза и оплодотворения, среди 
потомков от скрещивания двух идентичных гетерозигот ожидается три гено- 
типа — гомозигота по одному аллелю, гетерозигота и гомозигота по другому 
аллеллю, причем их численные соотношения должны колебаться случайным 
образом вокруг соотношения генотипов 1 : 2 : 1. А каково соотношение фено- 


"Здесь кавычки подчеркивают условность данных понятий, регулируемую, ско- 
рее, научной традицией. 
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типов? Как мы помним, все зависит от того, как выглядит гетерозигота, т. е. 
от отношений доминантности. При неполном доминировании или кодоми- 
нировании генотипы и фенотипы связаны взаимооднозначным соответстви- 
ем. Среди гибридов второго поколения мы получим три фенотипа в тех же 
численных соотношениях. В случае доминирования (пусть у нас будут все те 
же два аллеля — А иа) будем иметь два фенотипа — А иа— в соотношени- 
ях3: 1 (так как первый из них представлен гетерозиготами и одним из типов 
гомозигот). Это достаточно знаменитое соотношение, также полученное Мен- 
делем. Но в своей работе с дигибридными скрещиваниями Мендель всегда вы- 
яснял генотип гибридов ЕЁ, высевая их потомство, и совершенно справедливо 
делал акцент на соотношении генотипов 1:2 : 1, ане фенотипов 3 : 1. 

Итак, мы имели в качестве родителей две гомозиготы — АА и аа, имею- 
щие фенотипы А иа (красные и белые цветки). Скрестив их, мы получили оди- 
наковые гибриды первого поколения, гетерозиготы Аа с фенотипом А. После 
самоопыления мы получили три генотипа — АА, Аа и аа — в соотношениях, 
приближающихся к 1:2 : 1 и проявляющих те же два фенотипа, что и у роди- 
телей, А иа, в соотношении, близком кЗ: 1. 

Явление, с которым мы только что ознакомились, называется генетическим 
расшепилением. В данном случае моногибридного скрещивания, когда рассматри- 
вается один локус, мы получили моногенное расщепление. За счет расхождения 
гомологических хромосом в мейозе у гетерозигот аллели, полученные от отца 
и от матери, попадают в разные гаметы и затем (в разных сочетаниях) — зиготы. 
При этом потомство гетерозигот неодинаково — оно расщепляется и по геноти- 
пу, и по фенотипу, воспроизводя генотипы и фенотипы своих гетерозиготных 
родителей и гомозиготных бабушки с дедушкой. Действительно, пусть это бу- 
дут не растения, а люди с карими и голубыми глазами. Карие глаза доминантны 
(в радужке много пигмента меланина), голубые — рецессивны (мало меланина). 
При браке кареглазого человека с голубоглазым дети будут кареглазыми, но ге- 
терозиготными. Если такие гетерозиготные люди вступят в брак друг с другом, 
то одна четверть детей будут голубоглазыми. Кареглазого ребенка у голубогла- 
зых родителей быть не может, если это именно его родители. А вот голубоглазый 
у кареглазых — может, если оба родителя были гетерозиготами по соответству- 
ющему гену (о чем они могут и не подозревать). 


5./. Анализирующее скрещивание 


В проведенном нами мысленном эксперименте мы начинали с гомозигот- 
ных родителей и выясняли, какие получатся потомки. Но сплошь и рядом ге- 
нетике приходится решать обратную задачу — узнавать неизвестный генотип 
родителей по известному фенотипу потомства. К примеру, если голубоглазый 
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ребенок родится у кареглазых родителей, то мы узнаем, что оба родителя были 
гетерозиготными. 

Возьмем горох с красными цветками. Как узнать: он гомозигота или ге- 
терозигота по локусу а? В случае с горохом это достаточно просто — нужно 
дать ему самоопылиться и пронаблюдать, будет ли среди его потомков иметь 
место расщепление по интересующему нас локусу. Любая гетерозигота ничем 
не отличается от той, которая получена в первом поколении моногибридного 
скрещивания, поэтому в потомстве любой гетерозиготы мы будем наблюдать 
расщепление 3 : 1. Потомство же гомозиготы будет тождественно родителю. 
Мендель в свое время проделывал подобную процедуру, поскольку его инте- 
ресовали именно генотипические классы (хотя самого термина «генотип» еще 
не существовало). 

Однако такой прием невозможен в случае раздельнополых организмов или 
обоеполых, но самонесовместимых растений. Зато интересующую нас особь 
можно скрестить, и желательно с гомозиготой по исследуемому локусу, чтобы 
нам не мешала комбинаторика генов того, с кем мы скрещиваем. Если мы скре- 
стим интересующую нас особь с гомозиготой АА, то получим растения с красны- 
ми цветками, так как эта гомозигота дает гаметы только с аллелем А, и каждый 
ее потомок будет нести как минимум один аллель А и иметь красные цветы. Если 
же скрестить интересующую нас особь с гомозиготой по рецессивному аллелю 
аа, то от этого родителя будут исходить только гаметы с рецессивным аллелем 
а, которые представляют удобный фон для аллеля, пришедшего от неизвестного 
родителя. У нас есть всего два варианта генотипа неизвестного родителя с крас- 
ными цветками — гомозиготный и гетерозиготный, АА и Аа. Что будет в первом 
случае? Гомозигота дает одинаковые аллели, несущие аллель А. Они встречаются 
с одинаковыми же аллелями от известного нам родителя, которые несут аллель 
а. Иначе говоря, будет ровно то, что мы уже рассмотрели, — все потомство с ге- 
нотипом Аа и красными цветами. А во втором случае, когда тестируемый роди- 
тель окажется гетерозиготой Аа, он производит поровну гаметы с аллелем А иа; 
они встречаются с одинаковыми гаметами второго родителя, несущими аллель 
а, и мы получаем поровну зиготы Аа и аа, с красными и белыми цветками. Здесь 
«поровну» означает теоретическую вероятность 1/2. Вероятность же реальных 
соотношений в опыте описывается, как мы помним, распределением, близким 
кбиномиальному, если гетерозиготный родитель был самкой (использовался как 
материнский), или гипергеометрическим распределением, если он был самцом 
(использовался как донор пыльцы), что на практике почти одно и то же. 

Скрещивание с партнером, гомозиготным по рецессивному аллелю, наи- 
более информативно. Оно называется анализирующим скрещиванием. Именно 
его лучше всего применять для выяснения генотипа особи или линии. Анали- 
зирующим оно называется потому, что с его помощью легко отличить гомози- 
готу от гетерозиготы. 
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5.8. Дигибридное скрещивание 


До сих пор мы рассматривали поведение в скрещиваниях только двух ал- 
лелей одного локуса. Рассмотрим поведение хотя бы двух генов (вернее, ло- 
кусов; слово «ген» чаще употребляют как синоним термина «локус»). Опыт, 
в котором скрещиваются две гомозиготы с контрастными аллелями двух ло- 
кусов, а затем скрещиваются между собой и получившиеся гибриды Е, при- 
нято называть дигибридным, хотя опять-таки лучше бы его назвали дигенным, 
дилокальным или дилокусным. 

Возьмем снова две гомозиготы. В случае двух локусов может быть уже 
больше двух типов разных гомозигот — столько, сколько существует комби- 
наций разных аллелей разных локусов. У нас в одном локусе два аллеля и во 
втором локусе два аллеля. С участием этих аллелей гомозигот может быть 
2х 2 = 4. Подчеркнем, что сейчас мы говорим не о том, что получим в опыте, 
а о том, что возьмем в опыт. 

Возьмем два локуса, определяющие признаки семян гороха, из числа тех 
самых, с которыми работал Мендель. Один из них, 1, определяет окраску семя- 
долей и кодирует фермент, расщепляющий хлорофилл в зрелых семенах. До- 
минантный аллель [ определяет желтый цвет семядолей, рецессивный аллель 
Г в гомозиготе (фермент отсутствует) — зеленый цвет семядолей. Другой ло- 
кус, уже знакомый нам а, определяет присутствие у растения пигмента анто- 
циана. У гомозигот по рецессивному аллелю а поверхность семян не несет ан- 
тоциановой окраски, она белая или зеленоватая. У гомозигот по нормальному 
аллелю А окраска поверхности семян может быть коричневой, серой, и на ней, 
как правило, есть фиолетовые крапинки. 

Итак, распишем, какие варианты гомозигот возможны в случае двух локу- 
сов, а и т, по упомянутой выше паре аллелей в каждом: 


АА1БАА1ьааГГиаа11. 


Допустим, у нас есть все они. Но нам интересно взять таких родителей, 
которые различались бы по обоим локусам. Значит, это либо пара А А [[иаай 
, либо пара А А 1иаа 11. 

В дальнейшем при анализе сцепления нам будут важны такие термины, 
как фаза притяжения и фаза отталкивания. Если в дигибридном скрещивании 
участвуют две гомозиготы, у одной из которых в обоих локусах находятся до- 
минантные аллели, а у другой — рецессивные аллели (первый из наших случа- 
ев), то говорят, что аллели этих локусов находятся в фазе притяжения (соирйив 
Рразе). Если же у скрещиваемых гомозигот один из локусов гомозиготен по до- 
минантному аллелю, а другой — по рецессивному, то аллели этих локусов на- 
ходятся в фазе отталкивания (тершюоп рйазе). 
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Если мы проведем скрещивание родителей в любой из выбранных нами 
двух пар, то что мы получим? В обоих случаях гетерозиготу по обоим локусам. 
Ее генотип будет А а Гр а фенотип А 1. 

А какое мы получим генетическое расщепление в потомстве гибридов Е 3 

Нам нужно снова расписать образующиеся гаметы. Для этого вспомним, 
что в мейозе пара гомологичных хромосом, несущая пару аллелей каждого ло- 
куса, расходится к разным полюсам деления и попадает в разные клетки диа- 
ды. Таким образом, половина (или — в женском мейозе — в среднем полови- 
на) гамет несут один аллель, а остальные (т. е. тоже половина) — другой. У нас 
взято два локуса. Приведенное выше рассуждение по отдельности совершенно 
справедливо для каждого из них. Какие мы получим генотипы гамет в отноше- 
нии обоих локусов сразу? 

У нас есть две пары аллелей — локусов а и 1. Так как гибрид Е, гетерози- 
готен по обоим локусам, у него есть только по одной копии каждого аллеля 
в одном из двух гомологов. Мы помним, что во время деления мейоза гены 
(в молекулярном смысле) не работают и на расхождение никак не влияют. Как 
аллели будут расходиться в первом делении мейоза по отношению друг к дру- 
гу: Для этого хорошо бы знать, в одной хромосоме они находятся или в разных. 
Примем еще одно допущение, что они находятся в разных (в нашем примере 
конкретных генов гороха так и есть). Мы помним из рассмотрения полового 
процесса, что в мейозе пары гомологов расходятся независимо друг от друга, 
т.е. происходит случайная комбинация хромосом, полученных от отца и мате- 
ри (в чем, собственно, и состоит цель полового процесса). Значит, вероятность 
сложного события, состоящего в попадании в гамету одного из двух аллелей 
одного локуса и попадания в нее одного из двух аллелей другого локуса мож- 
но получить путем перемножения вероятностей каждого из событий. Чертим 
таблицу, перемножаем вероятности по строкам и столбцам (в каждой клетке 
записан генотип и соответствующая ему вероятность): 


Локус 1 
Локуса Т 1 
И 1/2 
А А1 А? 
1/2 и 1/4 
а а1 а1 
1/2 и 1/4 


Все четыре комбинации равновероятны, и априорные вероятности, на ко- 
торых модель основана, известны точно. Рассуждение равно справедливо и для 
мужского, и для женского мейоза. Реальные частоты гамет четырех классов бу- 
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дут колебаться вокруг полученных теоретических вероятностей и подчинять- 
ся закону больших чисел. 

Теперь перейдем к оплодотворению, которое также случайно между га- 
метами разных классов. Будет удобно начертить таблицу (все ту же «решетку 
Пеннета»), на пересечении столбцов и строк которой будут встречаться и сли- 
ваться соответственно материнские и отцовские гаметы, а их вероятности — 
перемножаться, чтобы дать вероятность именно такого слияния. Мы помним, 
что вероятности гамет, участвующих в размножении, сами по себе уже не стро- 
гие дроби, а случайные величины, колеблющиеся вокруг них, но мы не будем 
обращать на это внимания. 


Спермии 

Яйцеклетки АТ А1 а[ а1 
1/4 1/4 1/4 1/4 
АА! 1 АА} Аа! Дет 

РЯ 1/16 1/16 1/16 1/16 
ААГ: АА! АаГ: Аа: 
Ар 1/16 1/16 1/16 1/16 
Аа[ГГ Аа][! аа[1 аа[! 

и 1/16 1/16 1/16 1/16 
Ри Аа]! Аа!!! аа[1 аа!1 
1/16 1/16 1/16 1/16 


Так как вероятности всех вариантов гамет у нас равны, то равны и веро- 
ятности получающихся от их объединения зигот в каждой клеточке, а именно 
они равны 1/4 х 1/4 = 1/16. Но в некоторых клеточках получаются неразличи- 
мые генотипы. Генотипы одинаковы относительно оси симметрии вдоль глав- 
ной диагонали, плюс все генотипы по побочной диагонали одинаковы. Выпи- 
шем генотипы отдельно и просуммируем их вероятности. 


Генотип Вероятность 
АА[1 1/16 
АА! 1/8 
АА!1 1/16 
Аа! 1/8 
Аа[1 1/4 
Аа[! 1/8 
аа11 1/16 
аа1[1 1/8 
аа11 1/16 
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Нетрудно видеть, что то же самое можно было бы получить, не расчиты- 
вая вероятность встреч гамет каждой пары, а перемножая моногенные расще- 
пления генотипов 1: 2 : 1 по каждому локусу как векторы. Получим девятикле- 
точную таблицу. 


Генотипы т Г г 
1/4 2/4 1/4 
АА ААГТ АА! АА11 
1/4 1/16 2/16 1/16 
Аа Аа! Аа1! Аа!1 
2/4 2/16 4/16 2/16 
аа аа11 аа11 аа11 
1/4 1/16 2/16 1/16 


Такая форма табличного представления данных удобна во многих отно- 
шениях (но почему-то не встречается в учебниках по генетике). Во-первых, 
мы сразу получаем нужное число генотипических классов. Во-вторых, мы 
можем легко превратить их в фенотипические классы, объединяя клеточки 
неразличимых генотипов. В-третьих, мы можем воспользоваться аддитивно- 
стью критерия хи-квадрат, рассчитать отдельно его компоненты, связанные 
с отклонением от моногенных расщеплений (по две степени свободы у каж- 
дого), и оценить силу этих отклонений. А затем вычесть их из значения сум- 
марного хи-квадрата (с восемью степенями свободы) и оценить компоненту, 
связанную с оставшимися четырьмя степенями свободы, среди которых одна 
связана с отклонением от модели независимого расщепления аллелей. 

Итак, наша зигота может иметь 9 разных генотипов с соотношениями 
вероятностей 1:2:1:2:4:2:1:2: 1. Они не зависят от характера домини- 
рования аллелей (поскольку это соотношение генотипов) и вытекают из сле- 
дующих условий: локусы находятся на разных хромосомах, а аллели никак не 
влияют на ход мейоза и жизне- или конкурентоспособности гамет. 

Теперь обратимся к фенотипам и выясним их количество и соотношение 
численностей. Как вы уже догадываетесь, ключевым вопросом здесь является 
фенотип гетерозигот по каждому из локусов. В нашем конкретном примере 
наблюдается полное доминирование: аллель А доминантен по отношению ка, 
ааллель [ — по отношению к 1. Повторим тот же столбик генотипов, приписав 
справа фенотипы. 
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Генотип Вероятность Фенотип 
ААГ1 1/16 АТ 
АА! 1/8 АТ 
АА11 1/16 А! 
Аа! 1/8 АТ 
Аа[! 1/4 АТ 
Аа!1 1/8 А! 
аа[1 1/16 а1 
аа[1 1/8 а1 
аа11 1/16 а1 


Теперь найдем одинаковые фенотипы и просуммируем их вероятности. 


Фенотип Вероятность 
АТ 9/16 
А! 3/16 
а] 3/16 
а1 1/16 


Мы можем получить столбцы и строки фенотипов, объединив первые два 
столбца и первые две строчки в таблице генотипов. Если мы опять-таки офор- 
мим вероятности фенотипов в виде таблицы, где фенотип в отношени одного 
гена будет находиться в столбцах, а другого — в строчках, то мы увидим на- 
глядно, что фенотип в отношении каждого гена демонстрирует уже знакомое 
расщепление 3 : 1, а вероятности дигибридных фенотипов есть просто произ- 
ведения вероятностей моногибридных. 


Фенотипы 


Мы видим, что может получиться четыре разных фенотипа гибридов вто- 
рого поколения (Е.) ‚ которые представляют все возможные комбинации роди- 
тельских фенотипов в отношении признаков, определяемых нашими локусами. 
Им соответствуют определенные вероятности. Это означает, что если мы возь- 
мем множество гибридов Е, то их экспериментально наблюдаемые частоты бу- 
дут случайно колебаться вокруг этих значений вероятностей. Иными словами, 
на большой выборке гибридов мы получим четыре фенотипа, численные соот- 
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ношения которых будут соотноситься приблизительно как 9: 3:3: 1, причем 
(оговариваем это снова и снова) чем больше будет выборка гибридов, тем ближе 
экспериментальные частоты фенотипов окажутся к этим соотношениям, но тем 
с меньшей вероятностью эти соотношения будут получены совершенно точно. 

Моравский монах Грегор Мендель взял два сорта гороха, контрастных 
по нашей паре признаков семян, которые были явными гомозиготами, по- 
скольку никогда не демонстрировали генетического расщепления. Один сорт 
имел семена с серо-коричневой оболочкой и желтыми семядолями (А и 1) дру- 
гой — семена с белой оболочкой и зелеными семядолями (а и 1). Он скрестил 
их между собой и получил семена. Каков был фенотип этих семян? Все они 
имели фенотип А Г, как у первого родителя, определяемый доминантными ал- 
лелями. Мендель вырастил растения Е, и собрал с них семена Е.. Какие фено- 
типы наблюдались среди этих семян и в каких соотношениях? 

Получилось всего два фенотипических класса семян, один из которых по- 
вторял фенотип первого родителя, а второй — новый, а именно семена серо- 
коричневые с желтыми семядолями и серо-коричневые с зелеными семядоля- 
ми. Реальный опыт включал 639 семян, из них первый фенотипический класс 
составлял 457 семян, второй — 182 семени. Как видим, соотношение довольно 
близко кЗ : 1 (теоретически ожидаемое — 479 : 160). Мы видим уже нам знако- 
мое моногенное расщепление по признаку «цвет семядолей», тогда как по при- 
знаку «окраска оболочки» семена остаются мономорфными. Наша теоретиче- 
ская модель, предсказывавшая четыре возможных фенотипа в соотношении 
9:3:3 : 1, оказалась неверной. Почему? 

Причина возможного недоумения кроется в пренебрежении ботаникой. 
Мы должны были хорошо представлять себе, что такое семя цветкового расте- 
ния. Это достаточно сложное образование. Семядоли (сор/е4опа) принадлежат 
к тому организму, который вырос из зиготы и получился от оплодотворения 
яйцеклетки спермием из пыльцевой трубки, проросшей от пылинки на рыльце 
пестика к его завязи. Это первая пара листьев будущего растения. А семенная 
оболочка (1е5а) принадлежит материнскому растению и образуется из семяпоч- 
ки. Таким образом, семя есть химера, составленная из тканей разных организ- 
мов — матери и потомка. Семенная оболочка принадлежит к предыдущему по- 
колению — поколению матери. И если мы хотим определить фенотип гибридов 
второго поколения в отношении цвета семенной оболочки, мы должны вырас- 
тить эти семена и определить фенотип у семян, которые будут собраны с этих 
растений. Впрочем, и расщепление по тому же самому локусу а, определяющему 
присутствие антоциана, гораздо удобнее будет наблюдать не по окраске оболоч- 
ки семян, образовавшихся на этих растениях, а ранее, по окраске их цветков — 
пурпурной у фенотипа А и белой у фенотипа а. 

В этом же самом скрещивании у Менделя фигурировал и третий альтер- 
нативный признак семян — форма семени, круглая у первого сорта и углова- 
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то-морщинистая (так называемый «мозговой горох») у второго. Этот признак 
определяется локусом г. Доминантный алель Ё определяет наличие фермен- 
та, ветвящего крахмал в семядолях, т. е. добавляет в поли-альфа-4-глюкозе 
связи между первым и четвертым атомами углерода, помимо связей первого 
и шестого атомов в линейном полимере, за счет чего формируется ветвистый 
полимер амилопектин. Рецессивный аллель г не кодирует полноценного фер- 
мента, в результате чего в семядолях содержится только линейный полимер — 
амилоза. У таких семян в сухом состоянии крахмальные зерна (лейкопласты) 
занимают меньший объем и у сухих выглядят сморщенными, как и сами се- 
мена. Семядоли — орган того растения, которое вырастает из семени, поэто- 
му их цвет и форма определяются генами именно этого растения и их можно 
анализировать как признаки поколения Е, у семян, собранных с гибридов Е. 
Если мы в приведенных выше таблицах выше заменим локус а на локус т, то 
все наши расчеты можно будет применить к признакам одних и тех же семян. 
Получим четыре возможных фенотипа с ожидаемым соотношением 9:3:3: 
1. Вот что получил сам Мендель: 335 В Г, 145 ВЬ 122 г Г, 37 г1. Теоретически 
ожидаемые численности исходя из вероятностей здесь будут 359 : 120: 120 : 40. 

Кстати, у Менделя не возникло нашей проблемы с тем, когда мы не полу- 
чили расщепления там, где ожидали. В самом начале своей работы он написал, 
какие признаки относятся к какому поколению — тогда биологи уважали бо- 
танику и знали, где находятся ткани материнского, а где — отцовского расте- 
ния. А вот авторы некоторых учебников генетики этого уже не знали, и в этих 
учебниках обнаруживается характерная ошибка — путаница признаков семе- 
ни, относящихся к разным поколениям. 

Мы с вами уже упоминали уникальное двойное оплодотворение, харак- 
терное для высших растений, в результате которого оплодотворяется гаплоид- 
ная яйцеклетка с образованием зиготы, из которой развивается зародыш, и ди- 
плоидная центральная клетка, из которой после оплодотворения развивается 
триплоидный эндосперм. Каков генотип тканей эндосперма? Как у триплои- 
да, у него должно быть по три гомологичных хромосомы и, соответственно, 
по три аллеля каждого локуса, а именно два идентичных материнских и один 
отцовский. А где в семени гороха находится эндосперм? 

А эндосперма у гороха и нет! Он образуется в раннем эмбриональном раз- 
витии семени, какое-то время его клетки размножаются, а потом полностью 
дегенерируют. У некоторых бобовых эндосперм в той или иной степени сохра- 
няется в зрелом семени, но у гороха, бобов, чины, фасоли и сои его нет. Зато эн- 
досперм хорошо развит у злаков. Большую часть пшеничного зерна занимает 
тот самый триплоидный эндосперм, именно его мы и едим, а все остальное — 
семенная оболочка и зародыш — уходит в отруби. То же самое и у кукурузы, 
причем некоторые признаки эндосперма у нее хорошо видны сквозь тонкую 
семенную оболочку, что открывает дополнительные возможности генетиче- 
ского анализа, когда генетическое расщепление видно прямо на початке. 
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В дигибридном скрещивании для нас важно расщепление по генотипам 
на девять классов в соотношении 1:2:1:2:4:2:1:2 : 1, поскольку из него 
можно вывести расщепление по фенотипам при разных отношениях домини- 
рования. Мы рассмотрели случай, когда аллели обоих локусов проявляют пол- 
ное доминирование друг над другом. Если в случае обоих локусов наблюдается 
неполное доминирование или кодоминирование, то фенотипические классы 
совпадут с генотипическими. Если в одном локусе наблюдается доминирова- 
ние, а в другом — кодоминирование или неполное доминирование, то мы по- 
лучим шесть фенотипических классов в соотношениях 3 :6:3:1:2: 1. 

Таким образом, в рассматриваемых примерах явление доминирования 
скрывает для нас часть информации за счет объединения генотипических 
классов в фенотипические, так что на основе фенотипов мы не можем уста- 
новить численности генотипов. Однако даже если какой-то аллель проявляет 
доминирование, в случае гороха можно, как уже говорилось, узнать числен- 
ности генотипических классов, предоставив ему самоопылиться, т. е. получив 
гибриды третьего поколения Е, от скрещиваний растений самих на себя. В по- 
томстве гетерозигот будем наблюдать точно такое же расщепление, как во вто- 
ром поколении моногибридного скрещивания. Потомство же гомозигот будет 
мономорфным. Животные не могут скрещиваться не только сами с собой, но 
и с другими особями своего пола. Самоопыление мы могли бы заменить скре- 
щиванием брат-сестра, но чтобы узнать численности генотипов во втором по- 
колении, нам пришлось бы организовывать скрещивание всех самцов со всеми 
самками, сводить результаты в матрицу и вычислять генотипы особей по ре- 
зультатам. Это очень неудобно. Для выяснения генотипов нас опять-таки вы- 
ручает анализирующее скрещивание. 

Проведем анализирующее скрещивание также для случая двух генов. 
Опылим двойную гетерозиготу К г [1 двойной гомозиготой по рецессивным 
аллелям гг11. Что получится? Легко понять, что, поскольку гомозигота дает 
гаметы только одного типа, в данном случае с генотипом г $ нам достаточно 
взять последний столбец из приведенной выше таблицы с 16-ю клеточками, 
а именно соответствующий этой гамете. Только вероятность у этой гаметы 
будет уже не 1/4, а 1. Это означает, что эта гамета может быть только такой 
и никакой другой. Получаем всего четыре генотипа — КУТЬ КЕ иТТьгг 
11 — с равной вероятностью 1/4, которым соответствуют уже знакомые нам 
все четыре фенотипа В 1, ВьгЬгь но на этот раз в равных соотношениях 
(1:1:1:1). Анализирующее скрещивание весьма удобно, так как теоретиче- 
ские соотношения фенотипов наиболее просты, все отклонения от них хорошо 
регистрируются (мы еще рассмотрим, как они возникают). 

Если мы хотим узнать генотип в отношении многих локусов, то для скрещи- 
вания нам лучше бы иметь такую линию, где все они были бы представлены ре- 
цессивными аллелями в гомозиготе. Такие тестерные линии, в которых собраны 
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в гомозиготном состоянии рецессивные аллели многих генов, специально созда- 
ются для генетических экспериментов. Также если стоит задача искусственного 
получения новых мутаций с дальнейшим их генетическим анализом, то лучше 
делать это на таких тестерных линиях. Поскольку большинство мутаций — это 
рецессивные нуль-аллели, они сразу оказываются в одном геноме с рецессивны- 
ми мутациями по разным локусам (т. е. в «фазе притяжения» с ними), облегчая 
тем самым их генетическое картирование (что будет очевидно в дальнейшем) 
и одновременно дополняя тестерную линию новым локусом. 

По аналогии с дигибридным можно рассмотреть тригибридное скрещи- 
вание, включающее по паре аллелей трех локусов. Здесь пришлось бы рисовать 
уже трехмерную таблицу. Мы получили бы 27 генотипических классов. Это, 
в частности, проделал Мендель для трех признаков: цвет семенной оболочки 
и цветков, цвет семядолей и форма семян — в том самом скрещивании, где он 
получил 639 растений, причем он установил генотип каждого растения путем 
получения от них потомков следующего поколения — ЁЕ.. 

Таким образом, мы с вами проделали весь тот путь, который в свое время 
проделал и Мендель (с экскурсами в сторону теории вероятностей и в сторону 
признаков, проявляющих неполное или кодоминирование). 


5.9. «Законы» и открытие Менделя 


До сих пор принято говорить о «законах Менделя». Часто можно прочи- 
тать примерно следующее утверждение: «Мендель суммировал свои наблюде- 
ния в следующих законах...». Ничего подобного в работе Менделя нет, никаких 
сформулированных законов. Разговоры о законах пошли с легкой руки его пе- 
реоткрывателей. Карл Корренс свою статью (на немецком языке) 1900 г. назвал 
«Правила Г. Менделя о поведении потомства сортовых гибридов». Гуго де Фриз 
предложил назвать образующееся в моногибридном скрещивании соотноше- 
ние фенотипов 3 : 1 (как таковое вообще не рассматривавшееся Менделем, ин- 
тересовавшегося расщеплением генотипов) «законом расщепления Менделя». 
Появление в дальнейшем мифических «законов Менделя», возможно, связано 
с желанием биологов не ударить в грязь лицом перед физиками с их законами 
Ньютона, Фарадея и др. 

В заголовке статьи Корренса использовано слово «Везеш» («правила»), 
оно же до сих пор применяется для «законов Менделя» в немецком язы- 
ке (МепдеНзсЬе Везе!л), тогда как, к примеру, для законов Ньютона и Фара- 
дея в немецком используется слово «Сезее» («законы», Мемпоп1зсВе Сезейхе, 
Еагадау1зсБе Сезе{хе). В своей знаменитой статье Мендель использует слово 
«Везеш» трижды, причем в двух случаях применительно к математическим 
закономерностям — «правила комбинации» и «правила вероятности». Слово 
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«Сезее» он использует чаще, но исключительно в самом общем риторико-ме- 
тафорическом смысле: «желательно было бы открыть законы наследования»; 
«интересно бы узнать, работают ли у других растений те же законы наследова- 
ния, которые найдены у гороха»; «законы развития предполагают, что...» Фор- 
мулировок этих «законов» нигде нет. Однако уже в англоязычной литературе 
говорится о «Мепае[® |а\уз» (не «гщез») — «законах Менделя». Перечислим их: 

1) закон единообразия гибридов первого поколения; 

2) закон расщепления во втором поколении; 

3) закон независимого расщепления признаков. 

Закономерности наследования логичны и легко понятны, но не стоит их 
загонять в прокрустово ложе трех «законов». Потому что эти «законы» приме- 
нимы только к узкому классу ситуаций и далеко не ко всем генам, и в качестве 
«законов» представляют собой недоразумение. Кстати, сам Корренс очертил 
узкую область их применения в заглавии своего труда, содержащего переот- 
крытие генетического расщепления: «...в потомстве сортовых гибридов». 

Что такое «первое поколение»? Единообразные гибриды получаются 
только от скрещивания гомозигот — в каком по номеру поколении мы бы их 
ни получили и откуда бы ни взяли вообще. В такой формулировке закон неяв- 
но предполагает, что скрещиваются «сорта» или «породы» — это, как правило, 
группы генетически родственных организмов, длительное время размножаю- 
щихся в чистоте и имеющих многие гены в гомозиготе. 

«Закон расщепления гибридов второго поколения», конечно, верен (при 
условии, что это второе поколение — от скрещивания контрастных гомози- 
гот), но не говорит нам, какое именно расщепление мы увидим. А это зависит 
от многого — от схемы скрещивания, от отношений доминантности ит. д. 

А вот третий закон — независимого расщепления признаков — в общем слу- 
чае неверен. Далеко не все признаки наследуются независимо, и мы это скоро уви- 
дим. Менделю необыкновенно повезло, что, работая с семью генами, он действи- 
тельно случайно выбрал только независимо комбинирующие гены‘. 

Вместо пресловутых «трех законов» Мендель в заключительной части 
своей работы сделал следующие важнейшие выводы. 

1. Отдельные признаки определяются отдельными наследственными фак- 
торами ”. С легкой руки первого переводчика статьи Менделя в русскоязычной 
литературе считается, что Мендель называл последние «задатками», однако он 


“Возможно даже, что он столкнулся со сцепленными генами, но не стал работать 
сними. 

” Это довольно корректная формулировка. Не следует понимать так, что одному 
признаку соответствует один фактор — это было бы неверно хотя бы вследствие про- 
извольности выделения признаков, а скоро мы увидим, что это далеко не всегда так 
и для очевидных дискретных признаков. 
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употребил не слово «Ашареп», а весьма нейтральный термин «Еетегцеп» — 
элементы. (Поразительно, но в рунете встречаются не только «задатки», но 
и «АЩасеп» как якобы введенный Менделем термин. Некто очень умный дога- 
дался, какое слово в немецком тексте должно было бы быть переведено таким 
образом, но поленился проверить в первоисточнике. Слово «Ашазе» присут- 
ствует в тексте Менделя один раз, в начале главы «Половые клетки гибридов», 
где говорится, что как мужские, так и женские половые клетки должны при- 
сутствовать в качестве зачатков будущего индивидуума.) 

2. «Элементы» сохраняются в чистом виде в ряду поколений, не утрачивая 
своей индивидуальности. 

3. «Элементы» парны, один получен от отца, другой от матери; родители 
(оба пола) в равной мере участвуют в передачи своих «элементов» потомству, 
при оплодотворении количество «элементов» удваивается, и они вступают 
в «объединение» (Уеги4ип®) друг с другом. 

4. При образовании половых клеток происходит «высвобождение» «эле- 
ментов» из «принудительного объединения» (ет2уипзепеи Уеттйии®), при 
этом они равновероятно образуют все возможные сочетания 

5. Попадание «элементов» в те или иные половые клетки происходит неза- 
висимо для разных признаков. 

На самом деле, до Менделя уже было известно многое: и дискретное на- 
следование, и явление доминирования, и равноправие полов в наследственно- 
сти, и однородность первого поколения гибридов, и расщепление во втором. 
Заслуга Менделя состоит, во-первых, в том, что он стал анализировать насле- 
дование отдельных признаков, а не пытался охватить весь фенотип в целом. 
Во-вторых, и это была без преувеличения гениальная догадка, он предполо- 
жил, что зародыш получает от родителей некие материальные носители на- 
следственности, которые в результате имеются у него в двойном комплекте. 
Мендель предложил простую и четкую математическую модель явления на- 
следования и поставил эксперименты, которые блестяще подтвердили ее пра- 
вильность. Для этой догадки тогда совершенно не было никаких оснований 
в том, что было известно о строении живых существ, но она однозначно опи- 
сывала наблюдавшуюся Менделем феноменологию и предвосхитила открытие 
поведения хромосом в мейозе. Таким образом, описав закономерности насле- 
дования как математическую абстракцию, Мендель приоткрыл природу на- 
следственности как биологического явления. 

Лучше не вспоминать о «трех законах Менделя», а просто хорошо представ- 
лять механизм наследования генов и признаков, изучению которых положил на- 
чало и так далеко его продвинул Грегор Мендель. Чтобы воздать ему должное, 
можно говорить о закономерностях менделевской генетики, или о менделизме. 
О самом же Менделе и истории его открытия стоит вспомнить как о блестящем, 
довольно трагическом и поучительном эпизоде истории науки. 
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ГААВА 6 


СОЗААНИЕ ГЕНЕТИКИ ГРЕГОРОМ МЕНАЕДЕМ 


Иоганн Мендель (рис. 6.1) родился 
22 июля 1822 г. в маленьком городке Хейн- 
цендорф (теперь Гинчице, часть села Враж- 
не) — это историческая область Моравия, 
тогда принадлежавшая Австро-Венгерской 
империи в составе провинции Силезия, ныне 
в Чехии. Он родился в этнически немецкой се- 
мье, которая к тому времени в течение 130 лет 
владела небольшим участком земли и зани- 
малась сельским хозяйством. В семье было 
еще двое детей. В детстве Иоганн работал са- 
довником, учился пчеловодству. В 1840 г. он 
окончил 6 классов гимназии в Тропау, в 1841 г. Рис. 6.1. Грегор Мендель в 1862 г. 
поступил на философские классы института 
Ольмюца (ныне Оломоуц), где проучился два года. Однако материальное положе- 
ние семьи было недостаточным для продолжения учебы, и в 1843 г. в 21 год (т. е. 
будучи на год старше, чем студенты третьего курса, на которых рассчитан дан- 
ный текст), Мендель поступил послушником в августинский монастырь Св. То- 
маса (Томаша, Фомы) в Брюнне (ныне Брно), взяв имя Грегор, а через четыре года 
принял сан священника. С 1844 по 1848 г. он учился в Брюннском богословском 
институте, занимался самообразованием. Сдав аттестацию на звание преподава- 
теля, получил, как ни странно, неудовлетворительные оценки по биологии и гео- 
логии. В 1849-1851 гг. преподавал в гимназии в Цнайме математику, латинский 
и греческий языки. В 1851-1853 гг. обучался зоологии, ботанике, химии и физике 
в качестве вольнослушателя Венского университета, в том числе у Унгера (одного 
из первых цитологов мира) и Допплера (физика, именем которого назван извест- 
ный акустический эффект). Но он не окончил университет в связи с проблемами 
со здоровьем. В 1854 г. получил место преподавателя физики и естественной исто- 
рии в Высшей реальной школе в Брюнне, не имея университетского диплома. Еще 
две попытки сдать экзамен по биологии в Вене в 1856 г., чтобы получить диплом 
Венского университета, закончились провалом, и Мендель так и остался без ди- 
плома, т. е. без ученой степени доктора философии. 

В 1853 г. Мендель сделал доклад на заседании Зоологического общества 
в Вене о совке, вредителе крестоцветных. В 1854 г. писал своему преподавателю 
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зоологии о гороховой зерновке, которая тогда свирепствовала в Моравии, что 
она зимует в горошинах, а не в почве, как полагали, а жук откладывает яйца не 
в цветок, а на молодой боб, так как в горошинах хорошо виден вход личинки. 
Таким образом, он уже тогда внимательно интересовался биологией размно- 
жения гороха. 

Будучи монахом, Мендель по собственной инициативе занимался раз- 
ными областями естественной истории. Он устроил у себя в жилище «живой 
уголок», скрещивал белых и серых мышей, а также горох. В обоих случаях он 
столкнулся стаким феноменом, как генетическое расщепление. Кроме того, он, 
по преданию, нашел какое-то аномальное растение, посадил рядом с нормаль- 
ным и убедился, что условия существования не изменили их признаков, как 
того требовала эволюционная теория Ламарка. Такого рода наблюдения долж- 
ны были натолкнуть его на основные идеи, связанные с дискретностью, кон- 
стантностью и комбинаторикой наследственных признаков. Все это осталось 
за кадром его знаменитой статьи, которая дает нам уже готовый результат, 
к которому он пришел за 8 лет упорной работы. 

Благодаря содействию аббата Кирилла Франца Наппа с 1856 по 1863 г. 
Мендель проводил в монастырском саду размером 7 х 35 м (примерно 2,5 сот- 
ки) опыты на горохе, а также на фасоли. В ходе этих опытов он вырастил и про- 
анализировал 12 980 растений гороха, но это только то, что упомянуто в его 
знаменитой статье. Получается примерно полторы тысячи растений в год, что 
соответствует площади садика и плотности 60 растений на м°. 

Его работу отличала строго продуманная методология. Он приобрел се- 
мена 34 сортов гороха, высевал их в течение двух лет и убедился, что эти сорта 
«константны», т. е. их признаки не изменяются. В одном из сортов он обна- 
ружил примесь другого сорта, полученного от того же торговца. Для опытов 
Мендель выбрал 22 сорта. Из признаков, которые он называл «типы развития» 
(мудро указывая на то, что признаки организма являются результатом особен- 
ностей их онтогенеза), он выбрал 7 и сфокусировал свое внимание на наследо- 
вании именно этих признаков, а не в целом всего растения. 

В ходе своей работы Мендель выяснил, что эти признаки наследуются 
независимо друг от друга. Сейчас мы можем сказать, что ему очень повезло 
вего выборе, так как он не столкнулся с феноменом генетического сцепления. 
Но, с другой стороны, ему не повезло в том, что он не стал первооткрывате- 
лем еще одного важного феномена. Гаплоидный хромосомный набор гороха 
включает как раз 7 хромосом, однако совпадение с числом менделевых при- 
знаков чисто случайно — два из менделевых генов находятся в одной и той 
же хромосоме, но далеко друг от друга, остальные пять — каждая на своей 


“Имеется множество текстов о жизни Менделя, не ссылающихся на первоисточ- 
ники информации, в то же время научной его биографии на русском языке не издано. 
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хромосоме. В учебниках можно найти противоречивые утверждения о том, 
в каких хромосомах лежат эти гены. Дело в том, что, хотя горох и являет- 
ся старейшим генетическим объектом, до 90-х гг. ХХ столетия для него не 
существовало надежной генетической карты, покрывающей все группы сце- 
пления, а в настоящее время для гороха сохранилось положение, при кото- 
ром имеется разная нумерация хромосом (как различимых под микроскопом 
объектов) и групп сцепления (как связных отрезков генетической карты), 
хотя между ними существует взаимооднозначное соответствие. Перечислим 
локусы, с которыми работал Мендель. Здесь приведены их современные сим- 
волы (введенные много позже Менделя), номер группы сцепления в скобках, 
аллели и соответствующие им признаки: 

— локус 1 (1). Аллели: [ — семядоли желтые, { — семядоли зеленые; 

—локуса (2). Аллели: А — оболочка семени (1е5{а) грязно-серая, часто с фи- 
олетовыми крапинками, цветки пурпурные; а — семенная кожура зеленовато- 
белая, цветки белые; 

_ локус [е (3). Аллели: Ге — растения нормальные; [е — междоузлия резко 
укороченные, за счет чего растения низкорослые (карликовые); 

— локус а (4). Аллели: Еа — растения нормальные; а — растения с фасци- 
ированным стеблем; цветоносы не отходят на каждом узле, а в составе стебля 
доходят до верхушки растения, где образуют нечто вроде соцветия-метелки; 

— локусг (5). Аллели: К — семена гладкие; г — семена морщинистые; 

— локус зр (5). Аллели Ср — стебли и молодые бобы зеленые; р — стебли 
и молодые бобы желтые, с возрастом зеленеют; 

— локуср (7). Аллели: Р — бобы с пергаментным слоем; р — бобы без пер- 
гаментного слоя. 

Мендель проделал следующее: он получил и изучил гибриды первого по- 
коления, полученные в обоих направлениях гибридизации, в отношении мно- 
гих отдельных признаков. Затем дал им самоопылиться и получил гибриды 
второго поколения, причем не ограничился описанием их признаков, а клас- 
сифицировал на генотипы, которые называл «комбинационными сериями», 
путем выращивания десяти растений из семян, полученных от их самоопы- 
ления — т. е. гибридов третьего поколения. Для обозначения он пользовался 
почти современной системой — доминантные аллели он обозначал большой 
буквой, рецессивные — маленькой. Мендель пользовался именно терминами 
«доминантный» и «рецессивный», причем введены они были до него, так как 
наблюдения о преобладании у некоторых помесей признаков одного из роди- 
телей ктому времени уже были известны. Постоянных обозначений признаков 
он не вводил, обозначая их буквами А, В и С, в зависимости от того, сколько 
их фигурировало в опыте. Генотип гетерозиготы Мендель записывал, как и мы 
сейчас, двумя буквами: А а, но генотип гомозиготы записывал одной буквой, 
что, с нашей точки зрения, несколько затрудняет понимание его системы за- 
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писи генотипа гомозиготы. Современная система, когда мы записываем его 
также двумя буквами, легче для понимания. 

Такой же опыт Мендель проделал для пары признаков («цвет семядолей» 
и «форма семян»), т. е. в данном случае он изучил дигибридное скрещивание. 
Наконец, он добавил к предыдущим признакам еще и признак окраски семян 
и изучил одновременное наследование трех признаков. При этом от 24 гибри- 
дов первого поколения он получил 687 семян и вырастил из них 639 расте- 
ний второго поколения. Наконец, для таких пар признаков, как цвет семядо- 
лей и форма семян и окраска семян и рост растения, он скрещивал гибриды 
первого поколения с каждым из родителей. В его работе также упоминается, 
что в меньшем масштабе им были проведены такие же эксперименты с призна- 
ками «структура бобов», «цвет бобов» и «расположение цветков» и получены 
аналогичные результаты. 

В своей работе Мендель рассмотрел в свете своей модели и результаты, 
полученные его предшественниками. В частности, наблюдавшееся многими 
высокое разнообразие гибридов он объяснил огромной комбинаторной из- 
менчивостью — даже по рассмотренным семи признакам при скрещивании 
контрастных родителей во втором поколении возникало бы 37 = 2 187 разных 
генотипов. Однако имелись факты, когда гибриды некоторых видов растений 
обладали промежуточными признаками, а в последующих поколениях воспро- 
изводили себя, не расщепляясь. Для объяснения подобных фактов, известных 
ему из литературы, Менделю пришлось допустить возможность «перманент- 
ного объединения» наследственных элементов, не предполагающего редукцию 
их количества. Далее сообщалось об опытах одного вида в другой путем по- 
лучения гибридов и последующего скрещивания их с одной из родительских 
форм в ряду поколений. При этом одни гибриды быстро «превращались» 
в родительский вид, другие — медленно. Мендель справедливо объяснил раз- 
ницу в «скорости превращения» количеством доминантных наследственных 
элементов в том или ином родительском виде. 

В 1865 г. Мендель доложил результаты своих опытов Обществу естествои- 
спытателей Брюнна на двух его заседаниях, 8 февраля и 8 марта. Доклад при- 
няли вежливо, но его значение не было понято слушателями. Не исключено, 
что это связано с общепризнанной скромностью самого Менделя, который 
не подчеркнул свои результаты должным образом. Однако истинная причи- 
на была, очевидно, в другом. Мендель интересовался численными соотноше- 
ниями. Таким образом, то, чем он занимался, нельзя было назвать иначе, как 
математическая ботаника. Это могло даже насторожить слушателей-биологов, 
поскольку в донаучные времена была в высшей степени распространена нуме- 
рология, существовавшая в рамках всевозможной, в том числе и религиозной, 
мистики. В литературе встречается предположение, что в знаменитом соотно- 
шении 3 : 1 слушатели могли усмотреть намек на святую троицу. Но дело в том, 
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что в работе Менделя это соотношение фигурирует крайне редко и никак не 
акцентируется, поскольку Мендель в основном обращал внимание на соот- 
ношение генотипов, а не фенотипов, поэтому аллюзии к троице сами по себе 
являются позднейшими домыслами`. 

Скорее всего, слушателям и читателям Менделя элементарно не хватило об- 
разования, чтобы понять этого недоучившегося горе-студента. Мендель подо- 
шел к проблеме наследования как классический физик — предложил стройную 
формальную модель, которая позволяла делать предсказания. Он сначала рас- 
смотрел ее предсказания для самых простых случаев — моногибридного скре- 
щивания — и продемонстрировал соответствие им полученных результатов. 
Потом он перешел к более сложным случаям — дигибридному и тригибридному 
скрещиваниям, и продемонстрировал соответствие экспериментальных данных 
и здесь. Теперь представьте себе чувства профессиональных ботаников, кото- 
рым говорят, что наиболее убедительным свидетельством в пользу диковинной 
гипотезы является хорошее соответствие экспериментальных численностей та- 
кому вот комбинационному ряду (в действительности приведенному в знамени- 
той статье Менделя), который при этом называют очень простым (и он является 
простым для тех, кто понимает комбинаторику): 


АВС + АВс + АБС + АБс + аВС + аВс + аБС + абс + 2 АВСс + 2 АБСс + 2 аВСс + 
2 аб Сс + 2 АВЬС + 2 АВБс + 2аВБС + 2 аВбс + 2 АаВС-+2 АаВс+ 2 АабС + 2 Аабс + 
4 АВЬСС + 4 аВЬСс - 4 АаВСс + 4 АаБСс + ААаВЬС + 4 АаВБс + 8 АаВЬСс 


В конце 1866 г. Брюннское общество естествоиспытателей опубликовало 
доклад Менделя в своих трудах под названием «Опыты над растительными ги- 
бридами» («УегзасВе @Бег РЯаптепруБи4еп»), который попал в 120 библиотек 
университетов мира. Мендель попросил помогавшего ему монаха разослать 
40 отдельных оттисков своей работы всем значимым ученым, которым она 


“Удивительно, но с мистическим восприятием менделизма пришлось столкнуть- 
ся даже лично автору данного учебника. Мне пришлось рецензировать докторскую 
диссертацию одного сотрудника ботанического сада. Автор усматривал менделево со- 
отношение 3 ; 1 в том, что в любом таксоне оказывается чаще всего три подчиненных 
таксона более низкого ранга (а если больше, то, по его мнению, ботаники просто еще 
не выделили все необходимые таксоны промежуточных рангов). Особенность нашего 
времени состоит в том, что в роли мистического числа выступает уже не 3, а е, кото- 
рое очень близко к трем, поэтому автор диссертации полагал, что высшие таксоны 
«стремятся» иметь в своем составе е таксонов более низкого ранга. Трудно поверить, 
но диссертация со второго раза была защищена, хотя к чести Высшей аттестационной 
комиссии защита не была утверждена. Однако соискатель защитил ее уже не по био- 
логии, а по философии. 
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могла бы быть интересна. Но работа не вызвала у них интереса. В течение по- 
следующих 35 лет Х[Х века она была процитирована лишь трижды. Среди тех, 
кому работа была разослана, был и выдающийся ботаник Карл Вильгельм фон 
Негели, который был единственным ученым, вступившим с Менделем в пере- 
писку. Утверждается даже, что Негели высеял присланные Менделем семена 
и сам убедился в полученных результатах. Надо сказать, что Негели весьма 
интересовался вопросами наследственности. Он ввел термины «идиоплазма» 
и «трофоплазма» — по сути, клетки зародышевого пути и соматические клет- 
ки, и исследовал их взаимооотношения. 

Мендель стремился выяснить общие законы наследования (заметим — не 
природу наследствености), поэтому с самого начала проводил опыты с раз- 
ными видами растений. К моменту окончания своей работы с горохом он 
экспериментировал с гибридизацией примерно 20 родов растений, включая 
такие, которые впоследствии стали генетическими объектами: львиный зев 
(Апштупит), хлопушка (Меапайит), кукуруза (Геа), а также включил в круг 
своих объектов и пчел. 

Летом 1866 г., когда вышла знаменитая статья, Мендель начал опыты 
с ястребинкой (Еетасеит), которые продолжал до 1873 г., т. е. работа с ястре- 
бинкой заняла также 8 лет. Ястребинка в то время пользовалась большой по- 
пулярностью среди ученых в связи с проблемой видообразования, поскольку 
в нем обнаруживалось значительное число форм неясного статуса, различия 
между которыми варьируют от незначительных до существенных. Как раз спе- 
циалистом по этому роду был К. Негели. В то время он находился под впечат- 
лением книги Дарвина и полагал, что эти формы представляют собой нарож- 
дающиеся виды, т. е. в роде ястребинка можно проследить видообразование 
в действии. 

Небезынтересно, что представляет собой систематика этого рода сейчас. 
Во-первых, он был разделен на два — Шегасеит и РИозеЙа. Во-вторых, бота- 
ники продолжают разрабатывать его в соответствии с типологической пара- 
дигмой классической ботаники — на основе различий по внешним признакам. 
В 1989 г. вышел том «Флоры Восточной Европы» (примерно соответствует 
Европейской части бывшего СССР без Кавказа). Для этих двух родов в нем 
приводится в сумме 663 вида. А книга «Ястребинки Сибири» включает 96 ви- 
дов. Следует сказать, что в большинстве родов растений видов не так много, 
правда, за сто последних лет их количество несколько возросло. Так что бота- 
никам стоило бы в конце концов задуматься о том, на чем же основано такое 
безумное разнообразие ястребинок. При этом реальный масштаб их разноо- 
бразия не так уж и велик, речь идет не о большой изменчивости внутри рода, 
ао незначительных отличиях между «видами». 

Вопреки распространенному мифу Мендель сам выбрал ястребинку в ка- 
честве объекта, а не последовал «фатальному» совету Негели. Свое первое 
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письмо к Негели он написал уже после того, как получил и прорастил первые 
семена ястребинки. Он написал Негели, что для дальнейших исследований 
наследования выбрал ястребинку, бодяк (Сияит) и гравилат (Сеит). Негели 
похвалил выбор ястребинки, предупредил о трудностях этого объекта и пред- 
положил, что Мендель получит иные результаты, чем на горохе. 

Первые результаты этой работы Мендель опубликовал через пять лет, 
в 1870 г, в журнале того же Брюннского общества естествоиспытателей. 
Он уточнил, что публикует предварительные данные, так как эксперименты 
займут много лет, и он не знает, будет ли возможность их закончить. Статья 
эта была в пять раз короче статьи о горохе. В самом начале Мендель обсужда- 
ет противоречивое таксономическое положение форм ястребинки, отмечает, 
что этот вопрос не имеет принципиального значения, и упоминает, что некий 
знаменитый специалист по ястребинке защищает точку зрения в духе учения 
Дарвина, что эти формы следует рассматривать как «трансмутации» вымер- 
ших и существующих видов ястребинки. Мендель подчеркивает, вполне в духе 
современных введений, актуальность изучения гибридов ястребинки с целью 
оценки возможной роли гибридизации в создании множества форм, связан- 
ных переходами. Он пишет, что, коль скоро у нас нет полной теории гибриди- 
зации, правила для гибридов у одних растений не могут быть восприняты как 
всеобщие законы гибридизации. 

В отличие от гороха, ястребинка оказалась весьма трудным объектом. 
Во-первых, цветки, а тем более бутоны ястребинки исключительно мелки 
(представьте себе цветки в соцветии, напоминающем одуванчик, но вчетверо 
меньше), и работа с ними требовала огромного напряжения зрения и фили- 
гранности движений. Во-вторых, Мендель никак не мог избавиться от само- 
опыления. С этой целью он старался кастрировать все более и более молодые 
цветки, которые от такой процедуры чаще всего погибали. Ему пришлось про- 
вести многие тысячи попыток скрещивания, в результате которых он получил 
всего десять (!) гибридных растений (сравним с сотнями гибридов первого по- 
коления у гороха) в шести комбинациях скрещиваний разных «видов», пред- 
ставленных 3, 2, 2, 1, 1, 1 растениями соответственно. Эти растения в одних 
случаях напоминали родителей, в других были промежуточны между ними, 
причем несогласно в разных признаках. В тех комбинациях, где было больше 
одного растения, индивидуальные гибриды всегда различались между собой. 
Некоторые гибриды отличались низкой фертильностью, которая возрастала 
при опылении. Самое поразительное — во всех случаях гибриды далее не рас- 
щеплялись, и их потомство всегда было идентично материнскому гибридному 
растению. 

В заключении статьи Мендель сравнивает гибридизацию гороха и ястре- 
бинки и констатирует, что у них все наоборот: у гороха первое поколение ги- 
бридов однообразно, а второе разнообразно, у ястребинки первое поколение 
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разнообразно, а второе однообразно. Но если для гороха Мендель смог пред- 
ложить изящную интерпретацию, то для ястребинки на очень небольшим ма- 
териале лишь констатировал феномен. 

Результаты дальнейших экспериментов Менделя мы находим в его пере- 
писке с Негели, полностью опубликованной только в 1905 г. «переоткрывате- 
лем» Менделя К. Корренсом в малоизвестном саксонском издании и переиз- 
данной вместе с избранными статьями Корренса в 1924 г. 

В 1870 г Мендель продолжил опыты с серией Шегасит супище- 
гит х Н. рИозеЙа и получил 29 гибридов с непрерывной серией изменчивости 
между родительскими признаками‘. 

Затем Мендель наконец-то нашел «совершенно надежное экспериментальное 
растение, если работать с должной тщательностью», Н. аийсо, которое давало 
хороший выход гибридов при использовании в качестве материнского растения. 

В скрещивании Н. аийсо х Н. аитаийсит было получено 98 гибридных 
семян, из них в 1870 г. было выращено 84 растения, которые были изменчивы 
практически по всем признакам, включая фертильность. И снова все потомство 
Е, оказалось идентично материнским растениям и полностью фертильным. 

В последнем эксперименте в 1873 г. Мендель получил стерильное (завязыва- 
лось 1/4-1/3 цветков) гибридное растение Н. ргаеаЙит х Н. аитаийисит (это на- 
правление скрещивания частично опубликовано им в статье по ястребинке), при 
опылении которого пыльцой отцовской формы фертильность восстанавливалась 
и образовывались семена. Мендель объяснил это плохим качеством (т. е. также 
низкой фертильностью) пыльцы гибридов, так что при самоопылении оставалось 
много неоплодотворенных яйцеклеток, оплодотворявшихся чужой пыльцой. 
Однако на следующий год, анализируя потомство, он обнаружил, что если при 
«самоопылении» образовывались только потомки, подобные матери, то при опы- 
лении — только некоторое количество растений, несходных с матерью, а имен- 
но ровно столько, сколько цветков осталось бы не завязавшимися без опыления. 
Мендель предположил, что чужая пыльца не может вытеснить свою. 

В чем же причина того, что Мендель потерпел фиаско с ястребинкой в ка- 
честве объекта — столкнулся непреодолимыми методическими трудностями 
и получил странные закономерности наследования, противоположные выяв- 
ленным у гороха, для которых он не смог предложить разумной модели? 

Идея партеногенеза (семенного размножения без опыления) у растений 
обсуждалась с 1839 г., но только в 1898 г. Юэль доказал его у кошачьей лапки 
(Атеппата), причем эта идея проникла в сознание ученых не сразу. Считалось, 
что партогенез бывает только у двудомных растений (таких, как кошачья лап- 


`Обратим внимание на одно неписаное правило генетики — в обозначениях 
скрещиваний посредством «Х» всегда первым записывается тот родитель, который ис- 
пользуется в качестве материнского. 
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ка), поскольку в их женских цветках нет пыльцы, и паретногенез мог бы быть 
в некоторых случаях необходим. Горох и ястребинка однодомны, поэтому та- 
кая идея не пришла в голову Менделю касательно ястребинки, хотя он был 
хорошо знаком с партеногенезом у пчел. Лишь в 1904 г. Остенфильд повторил 
опыт Менделя с Н. аипсоа х Н. аитаийисит, получив, впрочем, вдвое меньше 
гибридов, и объяснил его результаты. 

Дело в том, что ястребинка — апомикт, размножается путем аиомиксиса, 
т. е. без оплодотворения, а не путем самоопыления подобно гороху, как думал 
Мендель. Отсюда следует, что борьба Менделя с самоопылением была борьбой 
с ветряными мельницами — цветки давали семена вообще безо всякой пыльцы. 
Кастрируя все более и более молодые цветки, Мендель просто подошел к тому 
пределу, когда цветок уже не может перенести механическое воздействие. Полу- 
чать в крайне небольшом количестве гибридные семена ему удавалось потому, 
что ястребинка перешла на апомиксис не полностью, и с незначительной частотой 
мейоз происходит и образуется некоторое количество гаплоидных яйцеклеток. 

Далее, у ястребинки реализован амейотический апомиксис, при котором 
зародышевый мешок развивается из диплоидной клетки и сам диплоиден, при 
этом диплоидная яйцеклетка начинает развиваться как оплодотворенная зиго- 
та’. Оказывается, сначала в завязи ястребинки проходит нормальный женский 
мейоз и образуется нормальный же зародышевый мешок. Однако затем в него 
врастают клетки нуцеллуса, и одна из них формирует без мейоза диплоидный 
зародышевый мешок на месте гаплоидного (при этом центральная клетка ока- 
зывается тетраплоидной). Более того, у некоторых ястребинок для развития 
семени оплодотворение все-таки необходимо, но оплодотворяется — одним 
или обоими спермиями — только центральная клетка, в результате чего об- 
разуется пентаплоидный или гексаплоидный эндосперм, а диплоидная яйце- 
клетка развивается в зародыш без оплодотворения. 

Из того факта, что у ястребинки реализован амейотический апомиксис, 
в частности следует, что генотип потомков идентичен генотипу материнского 
растения. Это означает, что если мать была гетерозиготна по каким-то локу- 
сам, то и апомиктические потомки сохранят точно такую же гетерозиготность. 
«Виды», с которыми работал Мендель, представляли собой клоны, гетерози- 
готные по множеству локусов. В тех случаях, когда Менделю удавалось пой- 
мать мейоз и получить гибриды, они демонстрировали то самое генетическое 
расщепление, которое он наблюдал, скрещивая гетерозиготные растения го- 
роха. В итоге наблюдались те же закономерности наследования, что и у гороха, 
но Мендель не узнал их, поскольку оставался в неведении относительно при- 


`Другой возможный вариант апомиксиса — мейотический, когда мейоз прохо- 
дит, а в яйцеклетке хромосомы удваиваются без деления, и потомство оказывается 
дигаплоидным. 
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чин константности исходных форм в случае ястребинки. А когда он (как он 
думал) позволял им самоопыляться, в действительности происходил апомик- 
сис, потому что в потомках гибридов воспроизводился в точности их генотип 
и фенотип (т. е. в отсутствие мейоза наследственные «элементы» действитель- 
но находились в «перманентном соединении», как справедливо предположил 
Мендель). Заметим, что пыльца у ястребинок представлена обычными муж- 
скими гаметофитами, являющимися продуктами нормального мейоза. «Совер- 
шенно надежная» Н. аитсоа оказалась видом, у которого и женские гаметы об- 
разуются в результате нормального мейоза. Однако при ее опылении пыльцой 
апомиктических видов получаются апомиктические же гибриды (т. е. гены, от- 
ветственные за апомиксис, проявляли доминирование), в дальнейшем размно- 
жающиеся в чистоте. В последнем опыте гибриды Н. ргаеаит х Н. аитапйсит 
имели как ограниченную способность к апомиксису, так и малофертильную 
пыльцу, как справедливо и предположил Мендель. «Нормальных», не апомик- 
тические зародышевые мешки требовали оплодотворения, которое было воз- 
можно только чужой, фертильной пыльцой. 

Определенный свет на теоретические позиции Менделя во всех его рабо- 
тах по гибридизации проливает обсуждение результатов в его работе по го- 
роху. Поразительно, но Мендель в своих идеях был совсем недалеко от исти- 
ны. В его «гороховой работе» он ссылается на то, что, по мнению уважаемых 
физиологов, у РБапегогатоц$ (покрытосеменных) для образования эмбрио- 
на необходимо слияние материнских и отцовских клеток, и опыты с горохом 
полностью это доказывают, так как «элементы» отцовского и материнского 
растения имеются у гибридов в равной мере. Если бы половая клетка была 
получена только от одного родителя, заключает Мендель, то потомки были 
бы идентичны этому родителю. В частности, ученый упоминает теорию, со- 
гласно которой растение вырастает из мужской половой клетки, а пестик 
всего лишь его выращивает. Далее в работе упоминаются опыты Гартнера, 
в которых были получены «константные гибриды» аквилегии, гравилата, 
хатьмы, гвоздик, тогда как Вихурой получены константные же гибриды ив. 
В частности, Гартнер проследил гибриды гвоздик до десятого поколения и не 
наблюдал никаких изменений их признаков, т. е. гибриды размножались 
в чистоте. Мендель предположил, что между гибридами у разных растений 
имеется принципиальная разница в том, вступают ли наследственные эле- 
менты родителей во «временный компромисс» или в «постоянный компро- 
мисс». В первом случае при образовании половых клеток имеет место сво- 
бодная комбинация родительских элементов, во втором все половые клетки 
идентичны и несут оба элемента сразу. Как видим, Мендель почти изобрел 
апомиксис гипотетически (подобно тому, как он гипотетически изобрел мей- 
03), но он предполагал, что оплодотворение все же необходимо. И оказался 
не готов к тому, что в опытах с ястребинками элементы, вступившие в «пер- 
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манентный компромисс» при образовании его исходных константных форм, 
будут свободно комбинировать при получении гибридов первого поколения, 
а потом снова вступят в «перманентный компромисс». Видя, насколько про- 
работанной была его теоретическая модель, нам сейчас трудно понять, по- 
чему Мендель не пришел к верной интерпретации. 

Скорее всего, упомянутые Менделем константные гибриды были гибри- 
дами между полиплоидами (или аллополиплоидами, которые мы рассмотрим 
позже), в мейозе которых хромосомы спариваются с гомологами своего вида, 
т.е. отцовские с отцовскими и материнские с материнскими, но не первые со 
вторыми, после чего и отцовские, и материнские независимо друг от друга рас- 
ходятся к полюсам первого деления. В результате в каждую клетку диады по- 
падает один геном от одного вида и один от другого, а в потомстве полностью 
воспроизводится генотип родителей. 

Не меньшее разочарование постигло Менделя и с пчелами, у которых мо- 
мент оплодотворения было сложно проконтролировать, а самцы гаплоидны. 
Но Мендель об этом также не знал. Кроме того, в многочисленных, но почти 
безрезультатных опытах с ястребинкой Мендель, во-первых, испортил себе 
зрение, а во-вторых, как ему казалось, потерпел фиаско в попытках открыть 
общие закономерности наследования. 

В 1868 г. Мендель был избран настоятелем монастыря. Это позволило ему 
расширить сад и построить каменный пчельник, но все его время оказалось 
посвящено административной деятельности. В итоге спустя пять лет Мендель 
полностью прекратил биологические исследования. 

Небезынтересно, что в том же 1865 г., когда Мендель докладывал резуль- 
таты своей работы с горохом, им было основано основал Австрийское ме- 
теорологическое общество. Метеорологии было посвящено девять его работ 
(в частности, одна из них — направлению вращения ветра в смерче 1870 г.), 
а по биологии — всего четыре. Судя по всему, незадолго до смерти Мендель 
едва ли не пытался создать еще одну современную науку — математическую 
лингвистику: в монастыре были найдены бумаги с выписанными окончания- 
ми фамилий и некими сложными расчетами. 

Последнее письмо Менделя к Негели датируется 1873 г., в нем он пишет, 
что ему совсем не до своих растений и пчел. Мендель не ответил на письма, ко- 
торые написал ему Негели в 1874 и 1875 г. Возможно, поэтому Негели остался 
скептически настроен по отношению к Менделю и недооценил его результаты, 
продолжив исследовать ястребинки ботаническими методами. 

Самой важной заботой Менделя в качестве аббата до конца его жизни были 
хлопоты по отмене нового налога на церковные учреждения. Он так и не добил- 
ся этой отмены, однако ни разу не заплатил налога императору Францу Иосифу. 
Надо сказать, что Мендель проявлял и качества финансиста, организовав нечто 
вроде монастырского банка, ведавшего финансовыми делами монахов. 
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После смерти Менделя от нефрита 6 января 1884 г., в возрасте 61 года, сле- 
дующий аббат заплатил всю его налоговую задолженность и сжег его бума- 
ги из-за того, что они могли иметь отношения к налоговым делам. По иронии 
судьбы, вскоре после смерти Менделя монастыри получили искомые налого- 
вые льготы. В источниках указывается также, что оставшиеся рабочие тетради 
были сожжены племянником Менделя. 

За три месяца до смерти Мендель «подвел итог»: «Если мне и пришлось 
переживать горькие часы, то я должен признаться с благодарностью, что хоро- 
ших часов мне выпало гораздо больше. Мои научные занятия дали мне много 
удовлетворения, и я убежден, что недалеко то время, когда весь мир признает 
результаты моих трудов». Но это случилось только через 34 года. 

В конце Х[Х в. закономерности наследования были переоткрыты сразу 
тремя учеными независимо друг от друга — голландцем Гуго Де Фризом, нем- 
цем Карлом Корренсом и австрийцем Эрихом Чермаком. В 1900 г. они при- 
слали свои работы в один и тот же журнал «Труды немецкого ботанического 
общества». Во всех трех упоминалась работа Менделя, причем все три автора 
отмечали, что ознакомились с ней уже после завершения своего труда. (Тогда 
ученые не пытались перебежать дорогу друг другу, от приоритета не зависели 
их материальные блага и вообще в научном мире процветали честь и уважение 
друг к другу. Сейчас никто не поверил бы в такую оговорку в чужой статье 
и, наверное, мало кто бы сделал ее в своей.) Дело в том, что к тому времени 
были накоплены многие факты из области наследования признаков и откры- 
тие основных закономерностей витало в воздухе. В 1881 г. вышла фундамен- 
тальная книга Фоке «РЯаптепта1сЬЦаееп» («Растительные помеси»), в которой 
давался обзор всего, что было известно по данному вопросу. В ней же 17 раз, 
но кратко и без понимания, упоминалась работа Менделя по скрещиванию го- 
роха. Отсюда Корренс, Чермак и Де Фриз узнали о ее существовании, а также 
то, что они были не первыми. Следует заметить, что Фоке был известным спе- 
циалистом по роду Кивиз (малина + ежевика). Ежевика (Кир!5 саеяа) является 
точно таким же апомиктом, как и ястребинка, и дает такое же неопределенное 
количество «микровидов», представляющих просто-напросто клоны. Поэтому 
ежевика оказалась аналогичной ястребинке и по причинам, по которым при- 
влекла пристальное внимание ботаников, и по «неканоническому» механизму 
наследования. Неудивительно, что и Фоке не понял Менделя. 

Корренс назвал свою статью «Правила Г. Менделя о поведении потом- 
ства сортовых гибридов», в двух других одновременно опубликованных ста- 
тьях о Менделе говорилось в примечаниях. В то же самое время аналогичные 
опыты по гибридизации велись другими учеными на самых разных объектах, 
в том числе и на животных, но до их публикации к тому моменту дело не до- 
шло. Уже буквально через несколько лет стали выходить многочисленные ста- 
тьи и книги о «менделизме». 
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«Переоткрыватели» Менделя, де Фриз в 1900 г., Корренс в 1901 г., а так- 
же Бэтсон в 1902 еще относились одинаково серьезно к обоим результатам 
Менделя полученными на горохе и ястребинке, и говорили о наследовании 
«типа Р/бит» и «типа Шегасеит». В 1905 г. Корренс начал осознавать, что по- 
следний тип связан с партеногенезом, и добавил сноску к своему изданию пе- 
реписки Менделя с Негели. В 1909 г. такую же сноску к своему переводу статьи 
Менделя 1870 г. сделал Бэтсон. 

Как можно заметить, Мендель действовал в полном соответствии с воз- 
никшим на столетие позже взглядом на науку с точки зрения критического ра- 
ционализма, основанного Карлом Поппером: ученый всегда сначала выдвига- 
ет теорию, а потом уже проверяет ее в опыте. Возникли даже сомнения в том, 
была ли проверка действительно проведена Менделем или же он был настоль- 
ко убежден в правоте своей модели, что позволил себе ее сфальсифицировать. 
В главе пять уже упоминалось «открытие» Рональда Фишера, сделанное им 
в 1936 г.: «Данные большинства, если не всех, экспериментов [Менделя], были 
сфальсифицированы, чтобы соответствовать ожиданиям». Причем Фишер 
утверждал, что это не могло быть неосознанной подгонкой (например, через 
тенденциозную классификацию сомнительных фенотипов, остановку в под- 
счетах в момент, когда получен удовлетворительный результат, пересчет в по- 
дозрительных случаях и повторение экспериментов со странным результатом), 
поскольку эффект слишком тонок, чтобы его можно было учесть, и заметен 
лишь на всей совокупности данных. Речь шла о методе Менделя отличать гете- 
розиготы от гомозигот по доминантному аллелю путем выращивания 10 расте- 
ний-потомков самоопыления. Если среди потомков не оказывалось ни одного 
с рецессивным фенотипом, родительское растение считалось гомозиготой. Как 
мы легко можем подсчитать, с вероятностью (3/4) = 0,056 (т.е. в 5,6 % случаев) 
такой результат возможен и в потомстве гетерозиготы, что должно было при- 
вести к незначительному изменению общего соотношения полученных доми- 
нантных гомозигот и гетерозигот, которого Фишер не обнаружил. Дискуссия 
по этому этическому вопросу продолжалась довольно долго. В настоящее вре- 
мя считается, что оснований заподозрить Менделя в фальсификации не име- 
ется, если предположить, что он допустил некоторые неизбежные отклонения 
от описанной им методики. Дело в том, что если часть растений погибала, то, 
чтобы получить искомые 10 потомков, Менделю необходимо было высадить 
еще семена, в результате чего общая выборка получилась бы более 10, и если 
среди растений обнаруживалась рецессивная гомозигота, то он, конечно же, не 
стал бы считать материнское растение гомозиготой по доминантному аллелю. 
Скорее всего, он вообще изначально сажал с запасом более 10 семян, а потом 
прореживал, и некоторые рецессивные гомозиготы мог квалифицировать еще 
на стадии проростков, которых было много более 10. Если учесть эти эффекты, 
то данные Менделя вполне соответствуют теоретическим ожиданиям. 
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Такова была жизнь этого великого ученого, который может служить при- 
мером того, что классическое образование — изучение философии, матема- 
тики, языков (знание нескольких языков позволяет почувствовать разницу 
между словами и понятиями) — помогает сориентироваться в самых разных 
аспектах бытия и отраслях знания. Однако сложно отрицать тот факт, что 
классическое образование в прошлом получали очень многие, но в последнюю 
тысячу лет вряд ли найдется ученый, сопоставимый с Менделем по своему 
одинокому величию. 


Жизнь Грегора Менделя и судьба его открытия в датах 


Рождение, имя при рождении Иоганн Мендель 22.1.1822 т. 
Учеба в гимназии 1837-1840 г. 
Учеба на философских классах института Ольмюца 1841-1842 гг. 
Постриг в монахи августинского св. Фомы 


монастыря в Брюнне 1843 г. 

Учеба в Брюннском богословском институте 1844—1848 гг. 
Преподавание в гимназии в Цнайме 1851-1853 гг. 
Учеба в Венском университете 1851-1853 гг. 
Доклад о совке в Зоологическом обществе в Вене 1853 г. 
Письмо преподавателю о гороховой зерновке 1854 г. 
Преподавание в Высшей реальной школе в Брюнне с 1854 г. 
Экзамены по биологии в университете 1856 г. 
Опыты с горохом 1856-1863 гг. 
Доклад о результатах Брюннскому обществу 

естествоиспытателей 8 февраля 


и 8 марта 1865 г. 
Основание Австрийского метеорологического 


общества 1865 г. 

Опыты с ястребинкой 1866-1873 гг. 
Избрание настоятелем 1868 г. 
Публикация первых результатов с ястребинкой 1870 г. 
Последнее письмо Менделя к Негели ноябрь 1873 г. 
Последние письма Негели к Менделю 1874 и 1875 гг. 
Публикация книги Фоке «Растительные помеси» 1881 г. 

Смерть от нефрита 6 января 1884 г. 
«Переоткрытие» Менделя в трудах Немецкого 

ботанического общества 1900 т. 


Сомнения Р. Фишера в достоверности данных, 
полученных Менделем 1936 г. 


175 


ГААВА 7 


ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ГЕНОВ 


7.1. Вводные замечания 


Рассмотрев простые случаи наследования, изученные еще Менделем, 
а именно наблюдающиеся в моногибридном, дигибридном и анализирующем 
скрещиваниях, нам следует продолжить тему генетического расщепления 
и перейти к более сложным случаям наследования. Усложнение генетическо- 
го расщепления возможно за счет двух явлений — генетического сцепления 
и взаимодействия генов. В наше время рассмотрение каждого из них потребу- 
ет углубления в их молекулярную основу, которое достаточно далеко уводит 
от наследования, т. е. от количества и численных соотношений генотипиче- 
ских и фенотипических классов в тех или иных скрещиваниях. Тем не менее 
нам придется постоянно к этому возвращаться. Хотя оба явления — генетиче- 
ское сцепление и взаимодействие генов — могут встречаться вместе, для луч- 
шего понимания рассмотрим их по отдельности. 

Давайте начнем со взаимодействия генов. Этим термином обозначается 
не непосредственное физическое взаимодействие материальных носителей на- 
следственности, а взаимодействие генов как регуляторов программы развития 
организма на уровне фенотипа. Таким образом, термин «взаимодействие генов» 
остался всецело в ведении классического определения гена как единицы наслед- 
ственности. Это связано с тем, что гены как материальные объекты — участки 
ДНК — редко взаимодействуют друг с другом, и даже если это имеет место, то 
происходит вне связи с их биологической функцией. Удивительно, но и здесь сле- 
дует ожидать скорого затаптывания генетической терминологии молекулярно- 
биологической. Недавно было проведено исследование по косеквенированию 
участков ДНК, физически находящихся рядом друг с другом, и было выявлено 
множество случаев, когда те или иные кодирующие последовательности часто 
оказывались рядом, хотя и не находились поблизости на одной нити ДНК. Буду- 
чи, по всей видимости, в неведении относительно занятости термина в генетике, 
авторы данные исследования назвали это явление «зепе ицегасНоп» (хотя могли 
бы применить более удачный термин «еепе сопас(5»). 

Уже классические «гороховые» примеры дигибридного расщепления при- 
вели нас к рассмотрению фенотипов, включающих более одного, а именно два, 
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признака. Но это были признаки даже не независимые, а несопоставимые — 
касавшиеся формы и цвета. Однако из общих соображений ясно, что боль- 
шинство признаков организма в той или иной степени связано с организмом 
в целом, и если организм является продуктом почти всех своих генов, то и на 
формирование почти любого признака должно влиять множество самых раз- 
ных генов. И действительно, мы постоянно сталкиваемся с тем, что один и тот 
же признак находится под контролем нескольких известных нам локусов. 
Можно и переформулировать — у нас сплошь и рядом оказываются в руках 
неаллельные мутации, влияющие на один и тот же признак. Немаловажно, что 
такой набор мутаций позволяет нам, не углубляясь в молекулярные механиз- 
мы формирования признака, реконструировать основные элементы генетиче- 
ской программы развития, сопровождающегося формированием данного при- 
знака, т. е. установить ту схему управления, по которой локусы влияют друг 
на друга; даже лучше сказать регулируют — в простейшем случае включают 
и выключают — друг друга. В общем случае такие схемы называются также 
генными сетями. 

Взаимодействие генов может влиять как на то, какие именно фенотипы 
будут наблюдаться, так и на их численные соотношения. Давайте начнем с при- 
меров, не влияющих на численные соотношения классов, т. е. на генетическое 
расщепление. 


7.2. Фенотипы сочетаний неаллельных мутаций 


7.2.1. Взаимодействие генов вследствие субъективности признаков 


Иногда функции двух локусов никак не влияют друг на друга и определяют, 
по сути, разные признаки, однако на уровне тех признаков фенотипа, которые 
воспринимаются человеком, можно говорить о взаимодействии их функций. 
Ктаким признакам относится, например, цвет. Все знают волнистых попугайчи- 
ков. Они бывают зеленые, голубые, желтые и белые. Дикие попугайчики, обита- 
ющие, как известно, в Австралии, окрашены в зеленый цвет, значит, они долж- 
ны иметь функциональные аллели дикого типа. Поэтому белые попугайчики 
должны быть «мутантными». Скрещивание тех и других дает зеленых гибридов 
первого поколения, что также соответствует нашим ожиданиям. Скрещивание 
же их между собой дает четыре фенотипа: зеленые, голубые, желтые и белые, 
в хорошо знакомых нам соотношениях дигибридного скрещивания 9:3:3: 1. 
Со всей очевидностью мы имеем два локуса, аллели дикого типа которых обе- 
спечивают голубой и желтый пигменты соответственно. Зеленого пигмента нет, 
а зеленый цвет получается при смешении голубого и желтого, как это и проис- 
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ходит при смешивании соответствующих красок. Если мы изучим спектр света, 
отраженного от оперения, мы увидим преобладание голубых и желтых фотонов, 
но не увидим преобладания зеленых. Таким образом, признак «зеленый цвет» 
у попугайчиков, по сути, составной, это не «истинный» зеленый цвет, какой, 
например, имеет листва, а локусы, обеспечивающие пигменты, вообще никак 
не взаимодействуют. Однако человеческим зрением данный составной признак 
воспринимается как цельный, и мы говорим, что два гена окраски взаимодей- 
ствуют (в отношении фенотипа!), приводя к зеленой окраске. 

Совершенно аналогичные примеры, связанные с цветом цветков, существу- 
ют в растительном царстве. Есть растение прострел раскрытый, или сон-трава 
(РизанЙа раеиз Г..), в наших местах неправильно называемое подснежником. В ев- 
ропейской части России его цветы фиолетовые, на равнинах под Омском и Ново- 
сибирском — обычно желтоватые, а вот уже на возвышенностях Новосибирской 
области — на Буготакских сопках и Салаире — встречаются белые, желтова- 
тые, пурпурные и фиолетовые. Мы снова имеем четыре фенотипических класса 
по окраске. Оказалось, что один локус ответствен за присутствие желтой окраски, 
другой — фиолетовой (эти окраски обусловлены присутствием каротиноидов 
и антоцианов соответственно). На больших территориях преобладает доминант- 
ный аллель в одном из локусов и рецессивный (аморфный, [055-0-{иисНоп) — в дру- 
гом. На стыках этих территорий — например, на приподнятом востоке Новоси- 
бирской области — встречаются все четыре аллеля и четыре же фенотипических 
класса. Заметим, что ни один из этих аллелей нельзя назвать диким типом. Еще 
заметим, что ботаники упорно не желают замечать этих фактов и предпочита- 
ют считать белые и желтые прострелы одним видом (Р Дауезсеи$), а фиолетовые 
и пурпурные — другим (Р раеиз в Европе и Р тишйаит в Сибири). 


7.2.2. Пример взаимодействия генов, определяющих 
архитектонику сложного листа гороха. Кадастровые 
и селекторные гены 


Рассмотрим теперь поучительные примеры влияния разных локусов 
на один и тот же признак, взятые из генетики растений. Заметим, что при- 
знак мы рассмотрим достаточно сложный — «архтектоника сложного листа». 
Аллели, локусы и генотипы будут как обычно обозначаться курсивом, а фено- 
типы — прямым шрифтом. 

Нормальные (дикого типа) растения гороха имеют сложный лист, по одно- 
му на узле, состоящий из пары сидячих листочкообразных прилистников и оси 
листа (рахиса). Последний несет парные латеральные органы. В проксимальной 
части, или, как это принято называть в генетике развития — проксимальном 
домене, они представлены листочками, а в дистальном домене — усиками, т. е. 
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цилиндрическими органами, соответствующими центральной жилке листоч- 
ка и способными обвиваться вокруг субстрата (рис. 7.1, а)". Иногда на границе 
доменов возникает смешанная пара, состоящая из листочка и усика, без каких 
либо переходов между ними (т. е. переключение развития в направлении одного 
из органов происходит по закону «все или ничего», как показано на рис. 7.1, а). 
Все приведенные фотографии гороха сделаны в лаборатории экспериментально- 
го моделирования эволюционных процессов ИЦиГ СО РАН под руководством 
В. А. Бердникова, которая несколько лет занималась этим вопросом. 


АКАГТИ ТИ аГагт! т! АГАГИ И 


а 6 в 


Рис. 7.1. Сложный лист дикого типа (а), гомозиготы по мутации а/ (6) и гомозиготы 
по мутации И (в) (в случае нормы (а) также показаны прилистники) 


С давних времен у гороха известны две мутации, # и а/ (арйЙа), дающие 
в гомозиготе фенотипы, которые в самой краткой форме мы можем охаракте- 
ризовать так: мутация а превращает листочки в усики (рис. 7.1, 6), а мутация 
| — усики в листочки (рис. 7.1, в). Иначе говоря, они попадают в класс так на- 
зываемых гомеозисных мутаций, приводящих к развитию органов не на своих 
местах. Это понятие чаще применяется к знаменитым мутациям дрозофилы, 
но вполне уместно и в данном случае. Мутация а{рецессивна, мутация И, как 
мы помним, формально проявляет неполное доминирование, но, учитывая ис- 
ключительную близость гетерозиготного фенотипа к фенотипу дикого типа, 
в целях нашего рассмотрения мы пока можем считать ее рецессивной. 


`Надеемся, что никто не будет путать этот домен с доменами белков — это разные 
термины из разных областей, использующие одно и то же французское по происхожде- 
нию слово дотате с первоначальным значением «чья-то территория»: например, коро- 
левский домен как совокупность земель, принадлежавших непосредственно короне. 
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Хороший вопрос: каков будет фенотип двойной гомозиготы по обеим таким 
мутациям? Что происходит, когда одна мутация пытается превратить усики в ли- 
сточки, а другая — листочки в усики? Наиболее формальный ответ выглядел бы 
так: листочки и усики поменяются местами, в проксимальном домене возникнут 
усики, а в дистальном — листочки. Формальность такого ответа заключалась бы 
в том, что мутации подразумевались бы превращающими в свою противополож- 
ность уже имеющиеся органы. Но гены, определяющие идентичность органов, 
действуют в развитии организма, когда органов еще нет, и, они-то и инициируют 
развитие тех или иных органов. Размышления такого рода приводят нас к более 
тонкому вопросу: превращают ли рассматриваемые мутации один орган в другой 
везде, где бы ни образовалась его закладка, либо их действие ограничено «своим» 
доменом (в последнем случае листочки и усики у двойной гомозиготы все равно 
поменялись бы местами)? Но тогда чем определяются границы доменов? 

Таким образом, мы пришли к весьма фундаментальному умозрительному 
выводу. Если гены управления развитием суть звенья регуляторного каскада — 
генной сети, то каждый такой ген можно рассматривать в качестве субъекта, 
принимающего некое решение. В контексте развития организма подобные ре- 
шения распадаются на два принципиальных класса — решение где (или когда, 
но опустим пока из рассмотрения фактор времени) и решение что, как если бы 
первые представляли собой армию, устанавливающую границу государства, 
а вторые — законодателей, устанавливающих законы, по которым должны 
жить граждане этого государства. Допустим, у гороха одни гены должны опре- 
делять, где находится граница дистального и проксимального домена листа, 
а другие — какие именнно органы там вырастут. Гены первого типа принято 
называть кадастровыми (садазта сепез; вспомним земельный кадастр), гены 
второго типа — селекторными (5@есют вепез), или генами идентичности орга- 
нов (отоап ЧеиШу сепез). Деление это несколько условно, поскольку некоторые 
гены совмещают обе функции, а некоторые функции затруднительно отнести 
к одному из классов ввиду неясности того, что считать доменом. Тем не менее, 
иметь представление о двух классах генов развития необходимо. 

Относительно генов аи И мы пока не располагаем информацией, к ка- 
кому именно типу они относятся. Мы можем лишь утверждать, что, по- 
скольку наши мутации рецессивны, они суть аморфны либо гипоморфны, 
т. е. связаны с потерей молекулярной функции гена. Аллель дикого типа Ай 
мог бы устанавливать границу доменов листа, так что у мутантных растений 
с потерей его функции дистальный домен мог бы занимать весь лист. Либо 
он мог бы направлять развитие парных органов в проксимальном домене 
в направлении листочков, а потеря его функции вследствие мутации приво- 
дила бы к тому, что усики развивались бы по умолчанию и в проксимальном 
домене. Те же априорные соображения применимы и к гену Н. Потеря его 
функции могла бы приводить либо к распространению проксимального до- 
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мена на весь лист, либо к развитию по умолчанию листовых пластинок также 
и в дистальном домене. 

(Впрочем, ген Н проявляет неполное доминирование, поэтому гетеро- 
зигота имеет узкую листовую пластинку вдоль усиков, превращая их как бы 
в сверхузкие листочки. При этом промежуточный характер приобретают пар- 
ные органы, а не место их развития, и граница доменов остается неизменной, 
так что ген И почти наверняка селекторный.) 

Давайте для простоты рассуждений припишем мутантным аллелям на- 
ших генов краткий девиз (см. таблицу ниже) или, скорее, произносимое ими 
заклинание фенотипа, связанное с потерей молекулярной функции их локусов 
так, чтобы эффект соответствовал вышеприведенной картинке в зависимости 
от того, является ген кадастровым или селекторным: 


Характер гена а} Н 
селекторный везде усики везде листочки 
кадастровый везде конец везде начало 


Давайте теперь попробуем предсказать фенотип двойной гомозиготы по этим 
рецессивным мутациям в зависимости от предположения о характере каждого 
из генов. Для этого посмотрим на то, как будут звучать пары заклинаний. 


Ген Й селекторный Ген Й кадастровый 
Ген ай селекторный _| везде листочки, везде усики | везде начало, везде усики 


Ген а{ кадастровый | везде листочки, везде конец | везде начало, везде конец 


Что мы получаем? Заклинания двух сочетаний, расположенных на побоч- 
ной диагонали, не вступают в противоречие друг с другом. 

Если а} — кадастровый, а Н — селекторный, то мы получаем одни только 
листочки и можем предположить, что фенотип аЁ Ч будет неотличим или мало 
отличим от фенотипа АЁЧ: 


аЁИ = АЕЧ. 


Если а} — селекторный, а Ч — кадастровый, то мы получим одни только 
усики и можем предположить, что фенотип аЁ 1 будет неотличим или мало от- 
личим от фенотипа аЁТ!: 

аЁЧ = аРТ1. 


Сочетания заклинаний по главной диагонали противоречат друг дру- 
гу. Это можно интерпретировать в том смысле, что молекулярные функции 
соответствующих генов антагонистичны друг другу. Если оба гена кадастро- 
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вые, то они стремятся сместить границу доменов в противоположную сторо- 
ну. Мы можем допустить, что эти противоположно направленные стремле- 
ния в какой-то мере скомпенсируют друг друга и фенотип либо не изменится 
по сравнению с нормой, либо изменится незначительно, и мы увидим более 
или менее нормальный лист: 


аЁИ = АЁТ|. 


Если оба гена селекторные, то противоречие касается выбора пути развития 
парных органов. Чтобы предвидеть, что получится в результате, хорошо бы узнать, 
что именно наши гены умеют делать. Прежде всего заметим, что речь идет о том, 
вырастет ли на центральной жилке парного органа листовая пластинка (листо- 
чек) или нет (усик). Если оба гена селекторные, то молекулярная функция каждого 
из них может быть связана либо с индукцией, либо с репрессией роста этой пла- 
стинки, а рецессивная мутация связана с потерей этой функции. Логичнее всего 
допустить, что аллель АЁ необходим для развития листовой пластинки, а гомози- 
готы агаГне умеют ее делать (впрочем, пластинка прилистников не нарушена, что 
заставляет нас уже сейчас заподозрить, что мы упрощаем проблему). 

Хотя локус И и проявляет кодоминирование, гетерозиготы 71 Н слабо 
отличаются от гомозигот Т/ Тр, имея все же усики, тогда как гомозиготы И И 
имеют полноценные листочки (см. рис. 3.9). Скорее всего, именно аллель Т 
наделен молекулярной функцией, состоящей в репрессии развития листовой 
пластинки в дистальном домене, а Й — аморфный аллель. Все эти соображения 
приводят нас к выводу, что двойная гомозигота будет неотличима от гомози- 
готы по а}, так как она «не умеет делать» листовую пластинку, хотя ей никто 
этого не «запрещает». 


аЁ Ш = аЁТ1. 


Итак, мы получаем следующую картину. 


Ген Н селекторный Ген Н кадастровый 
Ген а{селекторный только усики только усики 
Ген аГ кадастровый только листочки нормальный лист 


Что же мы имеем в действительности? Нечто удивительное и не имеющее 
ничего общего с нашими измышлениями — то, что ботаники специально для 
этого случая назвали, многократнонепарноперистым листом (рис. 7.2). Что же 
в наших рассуждениях было не так? 

Присмотримся еще раз к фенотипу аЁ Он характеризуется ветвлением 
усиков, расположенных на месте проксимального домена, чего никогда не на- 
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блюдается у нормальных 
усиков в дистальном до- 
мене. Обычный усик 
фактически представля- 
ет собой центральную 
жилку листочка. То, что 
казалось нам парными 
усиками проксимального 
домена, оказалось ветвя- 
ми оси листа (рахиса). Де- 
виз мутантного аллеля а{ 
на самом деле звучит так: 


Рис. 7.2. Многократнонепарноперистый сложный лист «начало, ветвись!». А вот 
двойных гомозигот ар а{Н Н гороха кадастровый он или се- 
лекторный в этом случае? 
Формально селекторный, поскольку граница домена, по видимости, не нару- 
шена, но вместо терминальных парных органов здесь возникают ветви самого 
листа. Но каждая ветвь в проксимальном теперь идентична целому дистально- 
му домену. Поэтому можно сказать, что он кадастровый, но устанавливает свой 
домен ветвления не на сложном листе, а на его ветвях. Так или иначе, с этим 
уточненным заклинанием для гена аГу нас появляются всего две возможности: 


Ген И селекторный, а} Ген И кадастровый, а{ 
везде начало; начало, 
ветвись! 

многократно фрактально 
ветвящиеся цилиндричские 
структуры без листочков 


заклинания | везде листочки; начало, ветвись! 


ветвление у основания листа, 


фенотип . 
на концах ветвей листочки 


В левой колонке и первой строке мы получили именно то, что и наблю- 
дается в действительности! Итак, оба наших гена оказались селекторными, 
а граница доменов листа устанавливается какими-то иными генами, в орбиту 
нашего опыта не попавшими. 

Продолжим наблюдать за метаморфозами над сложного листа гороха. 

Известна рецессивная мутация ии?“ (ип}опаа "те чсясм), фенотип гомози- 
готы по ней изображен на рис. 7.3, 6. Мы видим появление третьего домена — 
назовем его терминальным. Следует признать ген Ци! кадастровым. Однако 
в этом домене также развился листочек, как и в проксимальном. Не являет- 
ся ли ген Ой! тем самым кадастровым геном, который устанавливает грани- 
цу проксимального домена? А его мутация ии?“ «не дотягивает» его до самого 
конца листа? На эти вопросы у нас пока нет ответа. Однако мы можем кон- 
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статировать, что количество 
парных органов на листе умень- 
шилось. Таким образом, с точки 
зрения ветвления листа эффект 
мутации ии?“ противоположен © 
эффекту мутации а} первая по- 
нижает количество разветвле- 
ний листа, вторая — повышает, 
причем действуют эти мутации 
«с разных концов листа», одна 
с вершины листа, другая — Рис. 7.3. Сложный лист гомозигот гороха 


от его основания. по мутациям ари ин?“ 

Каков будет  фенотип 
двойной гомозиготы а} а} ии“ 
ип“? Мутация ии?“ затраги- 
вает терминальную часть ли- 
ста, которой а}, по видимости, 
не касается. Иначе говоря, 
взаимодействия их мы, ско- 
рее всего, не увидим. Можно 
предположить, что фенотип 
двойной гомозиготы представ- 
ляет сложение фенотипов двух 
гомозигот — ветвящееся основание, а на концах каждой ветви — несколько 
пар усиков и один листочек. Именно это мы и наблюдаем в действительности 
(рис. 7.4). 

Таким образом, мы отвергли наше предположение, что локус и! устанав- 
ливает границы дистального домена, оставляя содержание этого домена под 
контролем селекторых генов домена проксимального. В этом случае под их 
контроль попал бы и терминальный домен, и вместо листочка мы наблюдали 
бы активно ветвящиеся цилиндрические терминалии. 

Давайте теперь добавим в систему мутацию ИН в гомозиготе. Посколь- 
ку у нас исчезнет репрессия развития листовой пластинки на усиках, по- 
видимому, оставшиеся усики должны превратиться в листочки. Именно так 
и получается (рис. 7.5). 

Это снова многократнонепарноперистый лист, но он менее ветвист, чем 
лист аЁЕ |, поскольку его дистальный домен укорочен за счет появления домена 
терминального, в котором ветвление подавляется. 

Существует еще одна рецессивная мутация по тому же локусу — ии. Она 
превращает сложный лист гороха в трилистник или даже ложный простой. 
На рахисе развивается единственный непарный листочек. По-видимому, она яв- 


 ® 


Рис. 7.4. Сложный лист двойных гомозигот 
гороха афар ип!“ инё“ 
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Рис. 7.6. Ложнопростой лист Сие ЧепзвейнНа 
топорйуйа (а), непарноперистый лист С. уегиа 


(6) и молодое растение С. уегиа (в) 


$ 


Рис. 7.5. Сложный лист тройных гомозигот 
гороха аГариий“ ипй“ ИН 


ляется нуль-мутацией, при этом 
терминальный домен распро- 
страняется почти на весь лист. 
В чем же состоит функция не- 
нарушенного гена иий Получа- 
ется, что именно он делает лист 
сложным, имеющим и прокси- 
мальный, и дистальный домены, 
несущие парные органы. Веро- 
ятно, эта функция была приоб- 
ретена в эволюции при самом 
«изобретении» сложного листа, 
ведь самые первые листья цвет- 
ковых были простыми. 

Судя по всему, аморфная 
мутация по локусу ит или ее 
полный аналог как минимум 
один раз были задействованы 
в эволюции. На рис. 7.6, а по- 
казан лист бобового растения 
туполодочник — однолистный 
(Си@депявейна топорйуЙа), ра- 
стущего в центральной части 
Алтая, его можно найти в изо- 
билии, например, по берегам 
Катуни и Чуи близ их слияния. 
Неожиданно для бобовых, оно 
имеет простые листья, напо- 
минающие листья цикламена. 
Однако это ложнопростой лист. 
На рис. 7.6, 6 мы видим лист 


ближайшего родственника этого вида, другого представителя того же рода, ту- 
полодочника весеннего (С. уегиа) растующего в Забайкалье. Этот лист является 
непарноперистым, что типично для бобовых трибы астрагаловых. Скорее всего, 
после дивергенции этих видов в ветви, ведущей к туполодочнику однолистно- 
му, зафиксировалась аморфная мутация по локусу, возможно, ортологичному 
именно Иир, ответственному за удлиннение оси листа и появление на ней пар- 
ных органов (по сути, ветвление). На рис. 7.6, в показано молодое растение ту- 
полодочника весеннего. Видно, что самые первые листья — ложнопростые, 
подобные листьям туполодочника однолистного. На более поздних листьях 
появляются пары листочков: сначала одна, затем больше. Мы можем сделать 
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вывод, что функция интересующего нас - 
локуса, в его немутантном, дикого типа со- 
стоянии, активизируется по мере развития 
растения туполодочника весеннего не сра- 
зу, а постепенно. 

Рассмотрим теперь рецессивную му- 
тацию гороха #152 (1т5еса!из2). Фенотип 
гомозиготы по ней показывает нам собы- 
тие, которого мы уж никак не ожидали — 
конец листочка начинает себя вести, как 
конец сложного листа, а именно с какой- 
то точки на центральной жилке исчезает 
листовая пластинка и появляются парные 
усики (рис. 7.7). 

Несомненно, что ген #152 кадастро- 


вый и имеет отношение к границе дис- Рис. 7.7. Сложный лист гомозиготы 
тального домена, но уже на парных орга- гороха по мутации #152 

нах. Функцию по установлению границы 

дистального домена мы предполагали и для гена ии. Однако если оба они име- 
ют отношение к установлению границы дистального домена, то их функции 
следует признать антагонистичными: если мутация ии! делает «листочковым» 
даже конец сложного листа, то мутация 1152 делает «усиковым» даже конец 
листочка (к сожалению, фенотип двойной гомозиготы ии? ии! 1152 52 пока не 
описан). В то же время действие гена #152 сходно с таковым гена ар поскольку 
мутации по обоим приводят к превращению парных органов листа в аналоги 
целых дистальных доменов. Однако их действие распространяется с разных 
сторон: аЁ — от основания парных органов, #152 — от их вершины. 

Это вполне распространенная ситуация: и среди кадастровых, и сре- 
ди селекторных генов часто встречаются как гены-синнергисты, так и гены- 
антагонисты, т. е. гены, влияющие на один и тот же признак и усиливающие 
либо ослабляющие действие друг друга. 

Подчеркнем, что с помощью рецессивных, или аморфных и гипоморфных, 
мутаций мы видим как бы негативное изображение картины генного взаимо- 
действия. Мы сравниваем фенотип гомозигот по мутациям с привычным нам 
нормальным листом гороха и нас так и подмывает заключить, что этот фено- 
тип показывает нам действие гена. На самом деле, все наоборот — это нор- 
мальный, дикого типа аллель имеет некую функцию, и полный набор функций 
всех вовлеченных в морфогенез листа генов дает нам привычный нормальный 
лист, а аморфная мутация показывает результат вычитания этой функции. 

Кстати, если мы вспомним, что всякая функция когда-то возникла в эво- 
люции, то можем ожидать, что иногда такое вычитание может воспроизвести 
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(рекапитулировать) фенотип отдаленного предка. Мы знаем, что бобовые — 
огромное семейство, но немногим известно, что усики свойственны только од- 
ной из множества триб этого семейства, Рабеае, куда входит и горох, т. е. усики 
являются новым, уникальным эволюционным приобретением (апоморфией) 
этой трибы. По-видимому, у ее общего предка возник ген Т|, подавляющий 
развитие листовой пластинки в дистальном домене, так и какие-то нам пока 
неизвестные кадастровые гены, установившие этот самый дистальный домен. 
Кроме того, считается, что общий предок всего семейства бобовых имел дваж- 
дыперистый лист, какой до сих пор имеют его примитивные представители. 
Таким образом, однаждыперистый лист гороха — также позднее эволюцион- 
ное приобретение, связанное с приобретением генов, подавляющих ветвление, 
среди которых наверняка были гены аи 1152. 

И действительно, давайте «лишим» горох обоих этих эволюционных при- 
обретений. Возьмем фенотип двойной гомозиготы по мутациям Ни #152 (сразу 
оговоримся, что по некоторым соображением 1152 — это гипоморфная, а не 
аморфная мутация, поэтому мы не полностью лишаемся функции данного ло- 
куса). И вот что мы получаем (рис. 7.8 °). Получаем искомый дваждыперистый 
(заметим, впрочем, что лист примитивных бобовых заканчивается «шипиком», 
т.е. у них имеется некий короткий проксимальный или терминальный домен, ко- 
торый в данном случае отсутствует). 

Приведенные листья идентичны по генотипу двух наших локусов, но 
можно отметить, что граница проксимального домена на листочке варьиру- 
ет — мы хорошо видим ее справа, а слева она, судя по всему, сдвинулась до са- 
мого основания бывше- 
го листочка. 

Приведенные при- 
меры дают представле- 
ние о многих аспектах 
взаимодействия генов. 
Предлагаем теперь по- 
смотреть, что еще мож- 
но сделать с листом 
гороха с помощью му- 
таций. 

Существует мута- 
ция с74 (стбройЯ), ко- 
Рис. 7.8. Сложный лист двойных гомозигот торая делает располо- 

гороха #152 1152 ИН жение парных органов 


`ВегапЦкох У. А., СогеГ Е Г.., Воздапоуа У.5., Ко$енш О.Е. А пе\ аПее оЁсга 4156$ 
4еуеортепЕ оЁ Ве сотрочипа ]еа# // Р1зит Сепейсс. 2000. \Уа]. 32. Р. 9-12. 
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Рис. 7.9. Сложный лист гороха у гомозиготы по мутации ст, двойной гомозиготе 
по мутациям ста Н, тройной гомозиготы по мутациям с74, Н и ип?“ и четверной 
гомозиготы по мутациям ста, И, ии?“ и а} 


(включая ветви у гомозигот по а] на листе гороха разреженным (рис. 7.9 °). Име- 
ется мутация ари (аримтй5), которая лишает основание листочков так называе- 
мых подушечек, заменяя их на короткий черешочек. На рис. 7.10 показано, как 
выглядит гомозигота по ней в сочетании с другими мутациями в гомозиготе. 
Нарис. 7.11 приведены другие любопытные фенотипы гороха. 


Рис. 7.10. Сложный лист гороха у тройной гомозиготы 
по мутациям ари, ари Н (а) и ари, а}, Ни ии?“ (6) 


Можно вовлечь в генетический дизайн и прилистники. На рис. 7.12 вид- 
но, что у двойной гомозиготы по мутациям Бтас и сой"" каждый прилистник 
начинает вести себя как сложный лист, т.е. расщепляется на два прилистника, 
между которыми возникает ось листа с парными органами. 


`Вегап Кот У. А., боге! Е Г., Воз4апоуа У. $., Ко%енш О.Е. А пем’ аЦее оЁсга 415$ 
деуе|ортепЕ оЁ Ве сотроппА ]еа# // Р1зит Сепейсс. 2000. У]. 32. Р. 6-8. 
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7.2.3. Пример взаимодействия генов в генетической программе, 
определяющей идентичность органов цветка 
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Рис. 7.11. Сложный лист гороха с различным 


генотипом: а — паз па; ии?“ иий с; 6 — 5 5Й 
1152 т5$2 ТИ Н; в — си сть г — 5Й И афаЁ НН 


Рис. 7.12. Листовой узел гороха с генотипом 
Бгас Бтас со! сор"! 


Приведенный выше 
пример с листом гороха 
хорош своей исключитель- 
ной наглядностью, но плох 
малоизвестностью, несмо- 
тря на то что горох — ста- 
рейший генетический объ- 
ект. Генетикой сложного 
листа гороха сейчас в мире 
занимаются три группы 
исследователей: в Англии, 
Америке и Индии. До не- 
давнего времени занима- 
лись и в Новосибирске. 
Существует гораздо более 
известный, хотя и с менее 
впечатляющими феноти- 
пами, пример, который 
принято называть «АВС 
флорогенеза». Он также 
касается гомеозисных му- 
таций, приводящих к воз- 
никновению одних органов 
вместо других. Речь идет 
о развитии органов цветка. 

У двудольных рас- 
тений с двойным околоц- 
ветником в цветке имеется 
четыре типа органов, как 
правило, располагающих- 
ся на оси цветка в строго 
определенной последова- 
тельности так называемы- 
ми кругами. Чаще всего 
и кругов также четыре, 
по одному на каждый тип 
органов: круг 1 — чашели- 
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стики, круг 2 — лепестки, круг 3 — тычинки и круг 4 — пестики, располагаю- 
щиеся на оси цветка именно в такой последовательности. У многих растений, 
таких как львиный зев (норичниковые, подкласс ГапИЧае), петуния (пасле- 
новые, тот же подкласс), арабидопсис (крестоцветные, подкласс ОПепидае), 
горох (бобовые, подкласс Во$14ае), известны рецессивные мутации, превра- 
щающие одни органы цветка в другие. Несмотря нато, что четыре упомянутых 
вида относятся к трем разным подклассам двудольных, все подобные мутации 
этих видов приводят к одним и тем же трем вариантам фенотипов: 

1) два круга (1 и 2) чашелистиков, затем два круга (3 и 4) пестиков. Этот 
фенотип не очень убедительно выглядит у наиболее изученного в данном от- 
ношении арабидопсиса, на рис. 7.13 показано, как такой фенотип выглядит 
у гороха — мутация $р, Яатта рёНЦаа в гомозиготе; 

2) круг 1 — пестики; круг 2 — тычинки, круг 3 — тычинки, круг 4 — пе- 
стики; 

3) круг 1 — чашелистики, круг 2 — лепестки, круг 3 — лепестки, круг 4 — 


чашелистики. 


Рис. 7.13. Цветки гомозиготы по мутации 5р гороха, имеющие два круга 
чашелистиков и два круга пестиков 


Отметим, что такое сходство мутационных фенотипов у столь отдален- 
ных двудольных растений, в котором можно усмотреть проявление закона 
гомологических рядов Вавилова, говорит об общем устройстве генетической 
программы развития цветка, имевшейся ужеу их общего предка (вопреки экс- 
травагантной точке зрения, пропагандируемой В.А. Красиловым, что многие 
группы цветковых возникли от голосеменных полифилетично, т. е. их общий 
предок еще не имел собственно цветка). 

Наблюдаемый паттерн фенотипов рецессивных мутаций с неизбежно- 
стью приводит к следующей интерпретации. 

1. Экспрессия неких кадастровых генов устанавливает во флоральной 
меристеме четыре домена — круга, в которых развиваются зачатки листовых 
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органов. Их путь развития контролируется селекторными генами. Мы увидим, 
однако, что в данном случае эти два типа генов не всегда возможно разделить. 

2. Имеется три молекулярные функции, условно обозначенные А, ВиС 
и определяемые экспрессией селекторных генов. В норме функция А присут- 
ствует в кругах 1 и 2, функция В — в кругах 2 и 3, функция С — в кругах 3 и 4. 

3. В присутствии одной функции А зачаток листового органа развивает- 
ся в чашелистик, в присутствии функций А и В — в лепесток, в присутствии 
функций Ви С — втычинку, а в присутствии одной функции С — в пестик 

4. Функции А и С — антагонистичны друг другу. Мутационное выклю- 
чение функции А приводит к тому, что в доменах 1 и 2 вместо нее появляется 
функция С, а выключение функции С — ктому, что в доменах 3 и 4 появляется 
функция А. В норме функция А подавляет функцию С в кругах 1 и 2, но сама 
подавляется ею в кругах 3 и 4. 

5. Выключение функции В никак не влияет на две прочие функции. 

Гены, осуществляющие функцию В, являются, несомненно, селекторны- 
ми, так как добавление этой функции меняет направление развития органа. 
Однако гены, определяющие функции А и С, являются одновременно и селек- 
торными, и кадастровыми, так как, во-первых, влияют на направление разви- 
тия органа, а во-вторых, каждая из этих функций ограничивает собой область, 
в которой невозможна экспрессия антагонистической ей функции. Все это 
схематически изображено на рис. 7.14.’Там же показаны соответствующие 
фенотипы мутантов Ага 4ор515 ШаЙапа — резушки Таля, в генетике обычно 
называемой просто арабидопсисом (в русском языке это слово мужского рода, 
тогда как латинское название имеет женский род). Это однолетнее крестоц- 
ветное растение, родственное капусте, причем настолько мелкое и быстро 
развивающееся, что его выращивают в пробирках и используют как удобный 
лабораторный объект. Также на рис. 7.14, слева подписаны гены арабидопсиса, 
которые стоят за функциями А, ВиС. 

Обратим внимание, что функции А и В определяются двумя генами каж- 
дая: функция А — генами ар] и ар2, функция В — генами ар3 и рЬ причем 
в обоих случаях для присутствия функции требуются оба гена. В результате 
мутации по каждому из них отключают соответствующую функцию. Функции 
А и С является одновременно и селекторными, и кадастровыми, поэтому воз- 
можно разделить их на две подфункции. И действительно, ген ар1 (ареша 1) 
оказался только селекторным — его присутствие необходимо для функции А, 
но его мутационное выключение не приводит к распространению функции 
С на первые два круга. 


`МЛезе! Р., Меуегоунх Е. М. ТБе АВС оЁ Йога| Вотеойс зепез // Се]. 1994. Уо/. 78. 
Р 203-209; КитеК В.А., ЕесВег }.С. Маеси]аг тесВап1зт1$ оЁ Но\ег 4еуеортепЕ: ап 
агиасВаш ое // Мааге Веуем'з Сепейсс. 2005. \о/. 6. Р. 688-698. 
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м3 \4 


мутации: 
ар1, ар2 < (2 В) 


арз, р 


а5 


Рис. 7.14. Схематическое изображение кругов цветка (сирава), четырех доменов 
оси цветка, соответствующих четырем его кругам \\1-\/4 (от ийо! — «круг»), 

и действующих в них функций А, Ви Су дикого типа (\Ъ от Йа Ёуре), а также 
мутантов по одной из функций (а-, 6- и с-) (в центре). Обозначения: 5е — зера] 
(чашелистики); ре — реа] (лепестки); 54 — 5атеп (тычинки); са — сагре! (пестики). 
Фенотипы и диаграммы цветков растений арабидопсиса, мутантных по локусам, 


ответственным за функции А, ВиС (слева) 


Любопытный вопрос: что будет, если мы совместим в одной гомозиготе 
мутации всех трех типов и выключим таким образом все три функции? В соот- 
ветствии с гениальной догадкой энциклопедиста Гёте, органы цветка являют- 
ся видоизмененными листьями. Можно предположить, что в отсутствие всех 
трех функций во всех четырех кругах разовьются вегетативные листья. Этот 
фенотип показан на рис. 7.15` (справа, слева для сравнения показан нормаль- 
ный цветок арабидопсиса). 

Некоторые из генов АВС флорогенеза расшифрованы. Как и ожидалось, 
они кодируют регуляторные белки. Все они, кроме ар2, содержат так называе- 
мый Маф-домен, обеспечивающий димеризацию (необходимую для эпигене- 
тического наследования транскрипционного статуса) и №-терминальное при- 
соединение к ДНК, а также еще один домен, ответственный за белок-белковые 
взаимодействия. 

Кадастровые гены, определяющие границы и идентичность четырех кру- 
гов, а также индуцирующие превращение меристемы вегетативного побега 


`МЛере! О., Меуегоуц2 Е. М. ТБе АВС о{ Яога| Вотеойс зепез // Се[. 1994. Уо/. 78. 
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в меристему цветка, т. е. 
флоральную  меристему, 
остались за кадром (за ис- 
ключением кадастровой 
составляющей функций 
АиС). Можно назвать ген 
5ир (зирегтап), у мутан- 
тов по которому на месте 
круга 4 всегда развивают- 
ся те же органы, что и в 
круге 3, в том числе у всех 


Рис. 7.15. Цветок арабидопсиса дикого типа (а) мутантов по функциям 
и тройной гомозиготы по мутациям, исключающим АВС, т. е. круг 4 исчезает, 
все три (А, ВиС) функции флорогенеза (6) уступая место второму 


кругу 3 (отсюда понятно 
название гена — женские органы в центре цветка замещаются мужскими). 
Если рассматривать взаимодействия генов, то можно попытаться ре- 
конструировать полную генетическую программу развития организма, что, 
по сути, и является общей задачей генетики. 


7.3. Влияние взаимодействия генов 
на генетическое расщепление 


7.3.1. Вводные замечания 


Некоторые более простые типы взаимодействия генов при их одновре- 
менном влиянии на один и тот же признак в свое время получили специаль- 
ные названия. Это касается в основном тех типов взаимодействия, которые 
влияют на генетическое расщепление. Последние удобно рассматривать для 
случая несцепленных локусов, чтобы одновременно не пришлось учитывать 
генетическое сцепление. Влияние на генетическое расщепление заключается 
в сокращении числа возможных фенотипических классов по сравнению с их 
количеством, наблюдающимся в случае влияния локусов на разные призна- 
ки. Подчеркнем, что расщепление генотипов остается неизменным. Речь идет 
лишь о различимости фенотипов и количестве и соотношениях фенотипиче- 
ских классов. 

Если у нас в опыте есть два несцепленных локуса — обозначим их услов- 
ноди в — с парой аллелей в каждом, из которых один доминантен, а другой 
рецессивен — А, а в одном, В, В в другом, то все варианты генетического рас- 
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щепления можно вывести путем объединения классов, неразличимых в опы- 
те, из классического дигибридного расщепления фенотипов, которое удобно 
записать в виде таблички 2х 2: 


АВ АЬ 
9/16 3/16 
аВ ар 
3/16 1/16 


Будет понятнее, если рассуждать нев абстрактных терминах фенотипов, 
а в терминах молекулярных функций, которые осуществляются белковыми 
продуктами доминантных аллелей, и принять рецессивные аллели аморф- 
ными, т. е. не обеспечивающими функции. В данной записи предполагается, 
что большая буква означает присутствие функции какого-то локуса, а малень- 
кая — ее отсутствие. Удобнее даже записать следующим образом: 


Начнем со случаев, когда число наблюдаемых фенотипичских классов со- 
кращается с четырех до трех, затем рассмотрим случаи, когда оно сокращается 
до двух. 

Легко понять, что в случаях, когда на два локуса приходится три различи- 
мых фенотипических класса, один из них получается при объединении (за не- 
различимостью) двух классов из четырех, имевшихся в модели расщепления в 
дигибридном скрещивании. Таких объединений возможно шесть, но в нашей 
абстрактной модели локусы а и В условны, поэтому ситуации, симметричные 
по главной диагонали, идентичны, и мы можем иметь всего четыре типа объ- 
единений: 

1) оба во второй строчке либо во втором столбце — неразличимы особи, 
у которых отсутствует одна из функций; 

2) оба в первой строчке либо первом столбце — неразличимы носители 
одной из функций; 

3) оба по побочной диагонали — неразличимы особи, у которых присут- 
ствует только одна из двух функций; 

4) оба по главной диагонали — особи, у которых присутствуют обе функ- 
ции, неотличимы от особей, у которых обе отсутствуют. 

Оставшиеся классы предполагаются различимыми. 

Имеется множество примеров трех первых ситуаций, реального примера 
четвертой найти не удается. 
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Случаи, когда неразличимыми оказываются особи, у которых присутствует 
или отсутствует одна из функций, называются эпистазом. Иными словами, этим 
термином обозначают явление, когда сама возможность фенотипического про- 
явления какого-то гена зависит от фенотипического проявления другого гена. 


7.3.2. Рецессивный эпистаз, или криптомерия 


Возьмем опять-таки наш любимый ген гороха а и нашу пару аллелей, 
А (красные цветки) и а (белые цветки). У гомозиготы аа в цветках не обра- 
зуется пигмент антоциан. Возьмем второй ген — 6. У него тоже есть два ал- 
леля — дикий тип В (цветки нормального цвета) и мутантный В (цветки без 
фиолетового оттенка, теплого бледно-розового цвета). Другими словами, ген 
Ь определяет оттенок цветка, причем два класса четко различаются. Но чтобы 
этот оттенок различался, должен быть пигмент. Если нет пигмента, то нет и от- 
тенка. Примерно такую ситуацию имели в виду папеманы с острова папеманов 
у Франсуа Рабле, которые сказали Пантагрюэлю: «Мы поцелуем папу в зад, по- 
тому что если бы не было задов, то не было бы и пап». У гомозигот аа локус 
Ь никак не влияет на фенотип. Аллель а подавляет проявление локуса Ь; гово- 
рят, что ген а энистатичен гену В, аген В — гипостатичен гену а. 

Как будет выглядеть дигибридное расщепление по фенотипу при само- 
опылении двойной гетерозиготы Аа ВБ? Ввиду эпистаза мы имеем всего три 
фенотипа: АВ, АЪ иа. Так, на фоне фенотипа а фенотип в отношении локуса 
Ь не имеет смысла. 

Составим таблицу. 


Фенотипы В Ь 
А АВ АЪ 
9/16 3/16 
ь а 
4/16 


Получаем расщепление 9 : 3 : 4. 
Это был рецессивный эпистаз, называемый также криптомерия — ген 
а влиял на проявление гена 6, будучи в гомозиготе по рецессивному аллелю. 


7.3.3. Доминантный эпистаз 


Доминантный эпистаз принято иллюстрировать на примере лошадей. 
Черная окраска доминирует над гнедой (аллели локуса е, полное название — 
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елепНоп, кодирует рецептор к гормону меланокортину). Но есть доминантный 
аллель раннего поседения в локусе Рии (ЯЙиНоп), который делает лошадь серой 
вне зависимости от того, какой она была до этого. Поэтому нам нужно слить 
клетки таблицы не нижней строки, а верхней. И для трех фенотипов — серый, 
черный и гнедой — мы получаем расщепление 12:3: 1. 

Любопытно, в каком порядке гены, участвующие в эпистазе, располагают- 
ся в регуляторном каскаде (генной сети). Ответа на этот вопрос пока нет. Ген 
а явно располагается раньше (ирятеат), чем ген В, так как определяет наличие 
субстрата для продукта гена 6. Локус ии, определяющий серую окраску лоша- 
ди, находится дальше (доизеат) локуса е, поскольку поседение накладыва- 
ется на предопределенный тип пигментации. Однако ген В гипостатичен гену 
а, а ген серой окраски эпистатичен гену, определяющему гнедую или вороную 
окраску, хотя оба находятся домиятеат. В результате тип эпистаза не опреде- 
ляется однозначно положением взаимодействующих генов в генной сети. 


7.3.4. Полимерия 


Рассмотрим третий случай, когда мы сливаем клеточки побочной диаго- 
нали — т. е. мы не можем различить случаи, когда присутствует только одна 
из функций. Эти случаи, тем не менее, отличаются от тех, когда присутствуют две 
или ни одной функции. Самой подходящей биологической моделью в данном 
случае будет та, при которой каждая функция что-то добавляет к выраженности 
признака, т. е. функции имеют аддитивный вклад в признак. Ярким, и ктому же 
несколько необычным примером здесь будет форматыквы. У тыквы есть три ва- 
рианта формы — вытянутая, круглая и дискообразная. Если скрестить некото- 
рые генотипы круглых тыкв, то потомство Е, будет иметь дискообразные плоды, 
а потомство Е, будет расщепляться на дискообразные, круглые и длинные виды 
в соотношениях 9 : 6: 1. Вывод: имеется два несцепленных локуса, и присутствие 
хотя бы в одном из них доминантного аллеля приводит к скачкообразному уве- 
личению диаметра тыквы (рис. 7.16’). 

Данный тип взаимодействия генов, когда каждый локус что-то добавляет 
в признак, назывется полимерией, а сами гены — полимерными. Однако рас- 
смотренный нами пример полимерии является достаточно необычным в том 
отношении, что в каждом из локусов наблюдается полное доминирование. 
При этом аддитивный вклад в признак «ширина» осуществляет факт при- 
сутствия наших функций, но не их интенсивность. Гораздо чаще полимерия 
сопровождается неполным доминированием. При этом аддитивный признак 
складывается не из вкладов присутствующих функций, а из вкладов присут- 


`Гершензон С.М. Основы современной генетики. Киев: Наукова думка, 1979. 508 с. 
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ствующих «сильных» 
аллелей в каждом ло- 
кусе. Если мы доба- 
вим в модель непол- 


АДЬБ аа ВВ 
Сферическая Сферическая 
5-0 


Р х ное доминирование 
аВЬ аллелей, то количе- 
й 
@а68 ство возможных фе- 
Чисковийная Ублиненная нотипов увеличится, 
Е Е : А но сама модель упро- 
стится логически. 
ВЬ Рассмотрение уве- 
и @@8 и 
А:8- Яреииескоя личения числа фено 
феР 
Дисковибная 0 типических классов 


не входило в наши 


[2 \х первоначальные за- 
| 36%: дачи, но логически 
9 16 1/6 вытекает из только 
что рассмотренного 

Рис. 7.16. Дигибридное скрещивание двух гомозиготных примера. 
линий тыквы с круглыми плодами разного генотипа Давайте рассмо- 


трим самый простой 
случай неполного доминирования, который можно назвать полудоминирова- 
нием, когда фенотип гетерозиготы строго промежуточен между фенотипами 
обоих гомозигот. В таком случае вклад в признак ГОМОЗИГОТыЫ ПО «сильному» 
аллелю будет вдвое больше, чем вклад гетерозиготы. Мы можем обозначить 
фенотипы, определяемые одним локусом, следующим образом: ++, +0 00, где 
+ — «сильный аллель», а 0 — слабый аллель или нуль-аллель. Последнее для 
нас неважно, ведь от того, имеет слабый аллель вклад в признак или не имеет, 
зависит всего лишь минимальное значение признака, которое мы можем при- 
нять за ноль нашей шкалы. 

И, наконец, сделаем второе допущение: «сильные» аллели разных локусов 
дают одинаковый вклад в признак, т.е. «плюсы» в разных локусах равноценны. 
Оба допущения — полудоминирование и равный вклад локусов — не обяза- 
НЫ строго ВЫПОЛНЯТЬСЯ. Однако они помогают исследовать свойства модели, 
очень хороши как нулевые гипотезы и, наконец, не так редки на практике. По- 
лимерные локусы могут быть паралогами, недавно возникшими в результате 
дупликации генов, и их сходное влияние на фенотип может следовать из сход- 
ной молекулярной природы. 

Поскольку при неполном доминировании в одном локусе фенотипиче- 
ские классы совпадают с генотипическими, то в ситуации дигибридного скре- 
щивания мы должны отталкиваться не от таблицы расщепления фенотипов 
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2х2, аот таблицы расщепления генотипов 3 х 3. Запишем ее в только что вве- 
денных нами обозначениях, при этом добавим столбец и строчку расщепления 
по каждому локусу в отдельности: 


Локус А 

++ + - = 

Локус В 1/4 2/4 1/4 
р Е +++- ++-- 

1/4 1/16 2/16 1/16 
+- +++- ++-- р ы 

2/4 2/16 4/16 2/16 
-- ++-- +--- ---- 

1/4 1/16 2/16 1/16 


Осталось подсчитать число плюсов в классах и просуммировать вероятно- 
сти классов с одинаковым их числом. Получим ПЯТЬ фенотипических классов: 

+++ 1/16 

+++- 4/16 


++-- 6 / 16 
+--- 4/16 
а 1/16 


Получаем расщепление 1:4:6:4:1 

Такой модели полностью соответствует наследование гибридов Е, от скре- 
щивания овса с черными и желтыми семенными чешуями. Мы действительно 
имеем пять фенотипических классов: черные чешуи (4+), темно-серые чешуи 
(3+), серые чешуи (2+), светло-серые чешуи (1+) и желтые чешуи (0+). Нетруд- 
но догадаться, что гибриды Е, имели серые чешуи, так как они были дигете- 
розиготами и в каждом из двух локусов имелось по одному сильному аллелю. 

А что будет, если скрестить два растения с серыми чешуями? Ответ не 
может быть однозначным, поскольку мы знаем, что этих растений есть всего 
два сильных аллеля, но не знаем, в каких именно локусах. Если бы эти рас- 
тения были дигетерозиготами, то ответ мы получили бы в виде расщепления 
Е,. Если они были гомозиготами, но имели сильные аллели в разных локусах, 
то все их гибриды Е, будут дигетерозиготами и иметь серые чешуи, а картина 
дальнейшего расщепления ничем не отличалась бы от той, что получается 
от скрещивания овса с черными и желтыми пленками. Если они были гомо- 
зиготами и имели оба сильных аллеля в одном и том же локусе, т. е. иден- 
тичные генотипы, то все их потомство в любом поколении будет идентично 
родителям. 

Что общего в примерах с тыквой и овсом? Одинаковые родители со «сред- 
ними» фенотипами, будь то круглые тыквы или овес с серыми чешуями, могут 
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породить весь диапазон изменчивости. Но могут и не породить — все зависит 
от их конкретных генотипов. 

А если полимерных локусов имеется три или более? Три полимерных ло- 
куса выявлено по такому признаку, как цвет зерен пшеницы, который ступен- 
чато изменяется от красного до белого. Чтобы узнать расщепление гибридов 
Е, в тригибридном скрещивании, нам следовало бы нарисовать трехмерную 
таблицу. Но вообще-то не обязательно что-то визуализовывать, поскольку 
расщепление в гибридах Е, т. е. в потомстве гетерозиготы во всех трех локусах, 
можно вывести из теории вероятности. Все очень просто. Попадание в зиготу 
сильного (равно как и слабого) аллеля любого из локусов (если они не сце- 
плены) от любого из родителей равновероятно и есть 1/2. Отвлекаясь от об- 
суждавшихся ранее тонкостей с выборкой гамет, вступивших в размножение, 
которые не влияют на средние значения вероятностей, а затрагивают лишь их 
дисперсии, мы можем рассматривать зиготу как два испытания Бернулли для 
каждого локуса — монетка подбрасывается дважды, для мужской, и женской 
гаметы. В случае трех несцепленных локусов монетка подбрасывается шесть 
раз — мы имеем шесть испытаний Бернулли. В случае и локусов мы имеем 2и 
(плоидность зиготы, умноженная на количество локусов) испытаний Бернул- 
ли. Нас интересует количество успехов — попаданий в зиготу сильного алле- 
ля (неважно, какого локуса, их вклад и вероятности равны). Эта величина как 
раз описывается биномиальным распределением с вероятностью успеха 1/2: 
вероятность попадания в зиготу 71 сильных аллелей, где 0 < т < 2и, т.е. имеет 
2п + 1 значений, есть С", 1/22“. Если же перейти от вероятностей к привычным 
нам численным соотношениям фенотипов, отбросив общий сомножитель, то 
эти соотношения будут в точности равны числам сочетаний из 2п по т. Для 
трех локусов это будет 1:6:15:20:15:6:1 для2 х3+ 1 = 7 фенотипических 
классов. 

Однако можно ли быть уверенным, что мы сможем различить девять 
градаций окраски между белым и красным? Думаю, что нет. А если их еще 
больше? Не будем забывать, что в опыте мы имеем не сферическую пшеницу 
в вакууме, а растение, довольно долго растущее в реальной среде, со всеми 
ее флуктуациями и разнонаправленными влияниями. Многие из них могут 
влиять и на интенсивность окраски. Границы между близкими градациями 
будут стираться. Чем больше градаций, т. е. чем больше локусов, тем труд- 
нее они разрешимы. Из теории вероятностей мы знаем, что при больших 
п биномиальное распределение все более приближается к нормальному рас- 
пределению, разбитому на квантили, которые можно считать дискретным 
градациям за счет округления при измерении (поскольку нормальное рас- 
пределение задается на множестве вещественных чисел, то биномиальное, 
заданное на множестве целых чисел, формально не может быть с ним сопо- 
ставлено напрямую). 
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Таким образом, с увеличением числа полимерных локусов, уже начиная 
с 3—4, мы будем иметь типичный количественный признак, описывающийся 
нормальным распределением и определяемый многими факторами, как не- 
сколькими или многими генетическими, так и средовыми. Ровно с этого места 
можно было бы перейти к генетике количественных признаков, но это отдель- 
ная и сложная тема, а мы еще не разобрались с простыми. 


7.3.5. Гипотетический случай 


Последнему оставшемуся случаю объединения неразличимых двух клас- 
сов нашей исходной четырехпольной таблицы, а именно объединению двух 
классов, расположенных по главной диагонали, пока не удается подобрать ре- 
ального примера. Однако чисто теоретически такие случаи допустимы. Подоб- 
ное объединение предполагает, что присутствие обеих функций неотличимо 
их от отсутствия, тогда как присутствие их по одной отражается на фенотипе. 
Ситуация предполагает антагонизм этих функций. Допустим, у нас имеется 
некая раковина и два функциональных аллеля, один из которых изгибает ее 
вправо, а другой — влево. Отсутствие обоих аллелей дает прямую раковину, 
и если эффекты обоих сопоставимы по силе, то при одновременном присут- 
ствии этих аллелей их эффекты могли бы скомпенсировать друг друта и также 
дать более или менее прямую раковину. 

Еще одна любопытная область, где все держится на антагонистических 
функциях, — психика. Методы ее медикаментозной терапии заставляют пред- 
положить, что одновременные противоположно направленные воздействия ее 
только укрепляют. Допустим, иногда успокаивающие и тонизирующие сред- 
ства применяются одновременно. Можно предположить существование генов 
с таким же эффектом. Тогда исключение функции каждого из них могло бы 
привести к противоположно направленному дисбалансу психики, к примеру, 
исключение одного — к униполярной депрессии, а другого — к униполярной 
мании. И можно также допустить, что исключение обеих функций оставит 
психику гармоничной по данной шкале (хотя наверняка ущербной по каким- 
то другим признакам). 


7.3.6. Комплементация 


Переходим к случаям, когда при расщеплении по двум локусам с парой 
аллелей в каждом мы наблюдаем всего два фенотипических класса. Вернемся 
к табличке с функциями размером 2х 2. 
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АВ А- 
9/16 3/16 
_В = 
3/16 1/16 


Найдем все возможности объединения неразличимых классов, при кото- 
рых остается всего два различимых. Это может быть либо два объединения 
классов по два, либо объединение трех классов в один. 

Объединение двух пар классов возможно трех типов — объединение 
классов в строчках, классов в столбцах и классов по диагоналям. Первые два 
варианта нам неинтересны, так как это означает, что фенотип полностью 
определяется одним из локусов, а второй никак на него не влияет, т. е. второй 
локус вообще не имеет отношения к нашему опыту и не может быть никак за- 
фиксирован в генетическом анализе. Вариант с объединением диагональных 
классов, при котором отсутствие обеих функций неотличимо от присутствия 
обеих, а присутствие только одной неотличимо от присутствия только другой, 
выглядит возможным. Функции А и В антагонистичны и компенсируют друг 
друга, но имеют одинаковое фенотипическое проявление по отдельности, рас- 
щепление 10 : 6, но у нас опять-таки нет конкретных примеров. Возможно, их 
также следует поискать в области генетики психики. 

Объединение трех классов возможно втрех вариантах, которые проще на- 
звать, указав на тот класс, который не объединяется: где обе функции присут- 
ствуют, где обе функции отсутствуют и где присутствует только одна из функ- 
ций. В природе мы находим все три варианта и особенно часто — первый. Этот 
случай называется комилементацией, а соответствующие функциям локусы — 
комплементарными. Хочется специально оговорить, что это явление не имеет 
никакого отношения к комплементарному спариванию азотистых оснований, 
связь здесь исключительно лингвистическая. 

При комплементации для развития признака требуется одновременное 
присутствие функции двух локусов. В отличие от полимерии, в ситуации ком- 
плементации, как правило, в каждом из локусов наблюдается доминирование, 
поэтому его функция обеспечивается присутствием хотя бы одного аллеля ди- 
кого типа, тогда как рецессивный аллель в каждом локусе является результа- 
том аморфной мутации и не кодирует функционального продукта. 

Хорошим примером может служить антоциановая окраска растений. Впе- 
чатляет наследование всем хорошо известной окраски плодов у баклажанов, 
которая определяется двумя локусами и развивается в присутствии хотя бы 
одного доминантного аллеля в обоих. Присутствие пурпурного антоцианового 
кольца в основании прилистников гороха требует наличия доминантных ал- 
лелей двух локусов — Аи О. Поведение других признаков растения разъясня- 
ет нам простой биологический смысл ситуации. Аллель А обеспечивает саму 
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возможность синтеза антоциана, при его отсутствии (у гомозигот аа) антоци- 
ан в растении не обнаруживается. Аллель Р запускает его синтез у основания 
прилистников, его присутствие определяет появление антоциана в основании 
прилистников, а иногда и листочков. Локус 4 имеет несколько доминантных 
аллелей, все дикого типа, которые обеспечивают несколько разную картину 
антоцианового рисунка (например, Р^ дает одинарное пурпурное кольцо, а ал- 
лель О" — двойное), но в данном случае нам это не важно. 

Нам интересно узнать, какое генетическое расщепление мы будем наблю- 
дать в Е, в условиях дигибридного скрещивания, т. е. в потомстве двух дигете- 
розигот. Нетрудно выяснить, что это будет расщепление 9 : 7. 

Как и полимерия, комплементация также предполагает возможность 
появления признака, отсутствующего у родителей. Те самые дигетерозиготы 
в. (условно обозначим их Аа ВЬ) можно получить из скрещивания гомозигот- 
ных родителей с генотипами АА В и аа ВВ. При этом ни один из родителей не 
имеет нашего признака, например, фиолетовой окраски плодов баклажанов, 
а их потомство имеет. 

Как и в случае полимерии, легко найти примеры комплементации, вклю- 
чающие более двух локусов. В них также обычно присутствуют пары аллелей 
с доминированием: аллель дикого типа и нуль-аллель. 

Например, для того, чтобы бобы гороха имели пурпурную окраску, как 
плоды баклажанов, им необходимо иметь доминантные аллели в трех локу- 
сах, а именно А, Ри, Риг. На самом деле таких локусов не менее четырех. Ведь 
мы уже упоминали о существовании локуса а2, аморфная мутация по которо- 
му блокирует синтез антоциана. Но мутации по этому локусу были получены 
всего дважды (один раз — в нашей лаборатории), а безантоциановые сорта 
гороха, вызванные мутацией в локусе а, получили распространение в Европе 
задолго до Менделя. Антоциан не самое простое органическое вещество, в его 
синтезе должно участвовать несколько ферментов и белков, включающих их 
синтез, и, скорее всего, мы еще не знаем всех локусов, мутационное выключе- 
ние функций которых приведет к невозможности синтеза антоциана. Иначе 
говоря, такой простой признак, как антоциановая окраска растения, наследу- 
ется по модели комплементации с пока неизвестным нам числом локусов. 

Для модели комплементации получить расщепление гибридов 
Е, в п-гибридном скрещивании в потомстве гетерозигот по всем и локусам 
еще легче, чем в случае полимерии. Во-первых, в этой модели рассматривается 
один признак с двумя состояниями — «есть или нет», «все или ничего», и мы 
всегда имеем два фенотипических класса. По каждому из локусов мы имеем 
моногибридное скрещивание с расщеплением 3 : 1, а именно вероятность по- 
падания в зиготу функции дикого типа — «доминантный фенотип» — с веро- 
ятностью 3/4, а ее отсутствие — с вероятностью 1/4. Наш признак возникает, 
только когда присутствуют все функции. При несцепленных локусах вероят- 
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ность этого события можно получить перемножением вероятностей наличия 
функции каждого из локусов — следовательно, эта вероятность есть (3/4)". Для 
и = 2 она действительно есть 9/16, о чем мы только что и говорили. 

Легко заметить, что с увеличением числа локусов эта вероятность падает 
по экспоненте. Между тем речь обычно идет о признаке дикого типа с его до- 
минантными аллелями. А мы только что убедились, что даже самые простые 
признаки могут наследоваться по комплементарной модели с неизвестным, 
но явно не очень маленьким числом локусов. При большом количестве локу- 
сов вероятность появления признака весьма невелика. Если у вас появилось 
скверное чувство, что вас надувают, то вы на верном пути к пониманию гене- 
тики. Дело в том, что мы довели до абсурда сразу две идеи — модель компле- 
ментации и схему и-гибридного скрещивания. А это очень хорошо, поскольку 
доведение до абсурда есть завершающая стадия понимания. 

Для синтеза молекулы антоциана требуется сколько-то ферментов. Но от- 
куда мы должны начинать прослеживать цепочку синтеза? Не пройдем ли мы 
так по всей сети биохимических реакций в организме? Конечно, пройдем. Что- 
бы был возможен синтез антоциана, нужно, чтобы существовала вообще вся 
клетка, в которой он может быть возможен. Более того, должна существовать 
не только клетка, но и весь организм. А для появления этого необходимо при- 
сутствие функции большинства генов генома. Таким образом, фенотип «нор- 
мальный организм» наследуется по модели комплементации с несколькими 
десятками тысяч (п) всех его локусов. Но это будет уже не вполне полноценная 
модель комплементации, поскольку большая часть носителей признака «не- 
нормальный организм», например те, у которых не было бы ни клеток, ни ор- 
ганов, будет нежизнеспособна, что не даст нам возможности наблюдать этот 
класс в полном объеме с вероятностью 1 - (3/4)" в и-гибридном скрещивании. 

Но ведь мы никогда и не сможем осуществить такое скрещивание! Мы 
никогда не найдем пары родителей, у которых на двоих нашлись бы в гомо- 
зиготе рецессивные нуль-аллели по каждому из этих десятков тысяч локусов. 
Мы никогда и никакими путями не получим организм, имеющий в гетерози- 
готе рецессивные нуль-аллели по всем (!) его локусам. Да, в любой диплоид- 
ной популяции имеется генетический груз аморфных аллелей по множеству 
генов, но их невозможно свести вместе. У гороха получены тестерные линии, 
гомозиготные по рецесивным аллелям нескольких локусов, причем каждый 
из рецессивных фенотипов вполне жизнеспособен. Весьма популярна линия 
\У\Т.1238 — «11 рецессивов». Но это их количество близко к максимуму. Когда 
в одном растении объединяют несколько рецессивных фенотипов, жизнеспо- 
собность начинает падать по неизвестным причинам, но в целом ясно, что ор- 
ганизм не может быть «слишком уж аномальным». 

Итак, модель комплементации уводит нас одновременно в биохимиче- 
скую генетику, генетику развития, в теорию генных сетей и популяционную 
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генетику. Однако нужно рассмотрим еще несколько вполне простых моделей 
генного взаимодействия. 


7.3.7. РАВНОЗНАчность 


Ситуация, обратная комплементации, возникает, когда для формирова- 
ния признака достаточно присутствия хотя бы одной из функций двух локу- 
сов, соответствующих объединению в нашей исходной табличке с четырьмя 
клетками неразличимых трех классов — всех левых и верхних, которые про- 
тивопоставляются одному — правому нижнему. В дигибридном скрещивании 
этой ситуации будет соответствовать расщепление 15 : 1. Эта ситуация пред- 
полагает, что для достижения одного и того же результата в организме имеет- 
ся несколько разных локусов, но их вклады при этом не суммируются. Такие 
локусы принято называть равнозначными`. 

Хрестоматийный пример такой ситуации — пастушья сумка (сорное кре- 
стоцветное растение). У нее есть две морфы — с треугольными стручочками 
(таков русский ботанический термин) и круглыми стручочками. При скрещи- 
вании этих форм мы, как правило, имеем гибриды Е, с треугольными стру- 
чочками, а гибриды Е, расщепляются на растения с треугольными и круглыми 
стручочками в соотношении, приближающемся к 15 : 1. Таким образом, экс- 
периментальные данные соответствуют нашей модели. 

Можно предположить, что подобные ситуации будут встречаться в тех 
случаях, когда необходимо застраховать выполнение некой важной функции. 
Но если эта функция очень важна, то мы, скорее всего, не увидим двойную го- 
мозиготу по аморфным мутациям и не пронаблюдаем расщепление 15 : 1, или, 
как легко вывести (предлагаем это сделать самостоятельно), (2?" - 1) : 1 в слу- 
чае и локусов, поскольку гомозигота по аморфным мутациям во всех локусах 
будет летальна. Но возможно и более простое соображение: какой-то ген слу- 
чайно дуплицировался, и один из двух получившихся паралогичных локусов, 
по сути, является избыточным (или дуплицировался весь геном и организм 
стал тетраплоиден). Судя по полной жизнеспособности пастушьей сумки 
с круглыми стручочками мы можем сделать вывод о нейтральности признака 
«треугольные стручочки», тогда в этом примере мы сталкиваемся именно ста- 
кой ситуацией избыточности функций. 


"Должен сказать, что этот термин встречается нечасто, да и в целом термино- 
логия, связанная с типами генного взаимодействия, уходит в прошлое по мере того, 
как генетики имеют дело со все большими фрагментами генных сетей, включающих 
молекулярные признаки. Но ее полезно знать хотя бы для того, чтобы лучше усвоить 
элементарные принципы работы этих самых генных сетей. 
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7.3.8. Супрессия 


У нас остался формальный случай, при котором три класса нашей табли- 
цы неразличимы, а различимый класс находится на побочной диагонали, т. е. 
соответствует случаю, когда одна из функций присутствует, а другая отсут- 
ствует. Эта ситуация всегда выглядела слишком экзотической с точки зрения 
биологического смысла, поскольку причину неразличимости всех остальных 
классов было придумать довольно трудно. Однако на практике примеры та- 
кого типа взаимодействия генов оказались не столь уж редки и обозначаются 
термином супрессия. 

При супрессии один из локусов влияет на фенотип, а другой «не имеет 
собственного фенотипа», и фенотипическое проявление аллелей последнего 
заключается исключительно во влиянии на фенотипическое проявление пер- 
вого. Особенно странно выглядят классические случаи супрессии, когда мы 
имеем рецессивную же мутацию явно с потерей функции по одному из локу- 
сов и рецессивную мутацию по другому локусу, у гомозигот по которой фе- 
нотипическое проявление мутации по первому локусу исчезает, так что двой- 
ные гомозиготы нормальны. Получается, что функция второго локуса состоит 
в обеспечении потери функции первого в случае его аморфной мутации. Дол- 
гое время весьма загадочным оставалось то, каким образом у двойной гомози- 
готы по мутациям с потерей функции обоих локусов осуществляется функция 
первого локуса. 

Приведем давно известный пример из генетики дрозофилы. У нее имеется 
локус рт (ргипе). Гомозигота по аллелю р!”" имеет пурпурные глаза, поскольку 
унее нарушен синтез ярко-красного пигмента 6-пирувоил-тетрагидроптерина, 
а также кофактора биоптерина. Но так происходит только в присутствии до- 
минантного аллеля по локусу $и(5) — зиргеззот о} за ве. У двойных гомозигот 
по рецессивному аллелю 5и(5) и аллелю р!” мутантный фенотип, включающий 
пурпурные глаза, не проявляется (например, мухи имеют нормальные крас- 
ные глаза). «Своего фенотипа» 5и(5) не имеет. Расщепление в потомстве двой- 
ных (по обоим этим локусам) гетерозигот можно получить из четырехпольной 
таблицы путем объединения всех классов, кроме правого верхнего — именно 
и только эти мухи имеют пурпурные глаза (здесь для удобства функции локу- 
сов названы их настоящими именами): 


Рг $и($) р" $и(5) 
9/16 3/16 
Рг за ($) ре” $и($) 
3/16 1/16 
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Получаем расщепление 13 : 3. Отметим, что констатировать супрессию 
на основании расщепления в дигибридном скрещивании — это значит отли- 
чить расщепление 13:3 от очень близкого 3 : 1 (= 12:4), что требует очень боль- 
ших выборок. 

При исследовании данного случая молекулярными методами выяснились 
вещи действительно нетривиальные. В норме Ри постоянно транскрибируется 
во всех тканях с дистального промотора, а в голове куколок и молодых има- 
го — с проксимального промотора. Этот продукт предположительно и влияет 
на окраску глаз. Оказалось, что в интроне мутантного аллеля р!” присутствует 
инсерция ретротранспозона 412 — в конститутивном транскрипте это второй 
интрон, в головном — первый. Во время сплайсинга транскриптов мутантного 
аллеля инсерция уходит вместе с интроном, но при этом сплайсинг головного 
транскрипта (с проксимального промотора) проходит аномально и процес- 
сированная мРНК укорачивается примерно в 10 раз. Однако это происходит 
лишь в присутствии нормального аллеля $и(5), у гомозиготы же по мутантно- 
муаллелю 5и(5) сплайсинг проходит нормально. Это означает, что $и(5) кодиру- 
ет белок, связывающийся с мРНК, содержащей ретротранспозон 412, который 
в данном случае мешает правильному сплайсингу. Заметьте, что ген называет- 
ся зиртеззот оф за, где за е — это другая мутация, также связанная с тем же 
ретротранспозоном, в результате ген оказывается супрессором мутаций более 
чем в одном локусе, но все они имеют одну и ту же природу. 

Мы видим, что за загадочным восстановлением одной функции при поте- 
ре другой действительно стоит нетривиальный механизм, связанный с некоей 
«вражеской» («паразитической») генетической программой. А именно что по- 
теря функции гена ри, влияющего на фенотип, напрямую связана с функцией 
супрессора. Мутация р!” произошла вследствие способности ретротранспозо- 
нов встраиваться в геном, которая реализуется через их транскрипты, а белок, 
кодируемый $и(5) и связывающийся с содержащими ретротранспозон транс- 
криптами, по-видимому, является элементом генетической программы, эту 
функцию обеспечивающей. Но все же следует признать данный случай именно 
случаем довольно маловероятным. Встройка ретротранспозона в кодирующую 
часть какого-либо гена сделала бы потерю функции последнего неизлечимой, 
а в большинство других некодирующих последовательностей не нарушило бы 
никакой функции. Опять-таки данный случай подчеркивает важную роль аль- 
тернативного сплайсинга, в чем мы будем еще не раз убеждаться. 


7.3.9. Полиморфизм, ограниченный полом 


Забавный случай генного взаимодействия являет полиморфизм, огра- 
ниченный полом. У множества видов бабочек и стрекоз самки полиморфны 
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по окраске, а самцы мономорфны. Зачастую одна из морф самки имеет окра- 
ску, сходную с самцом. Этот полиморфизм связан с локусами, находящимися 
не в половых хромосомах, а в аутосомах, и поэтому не связан с наследованием, 
сцепленным с полом, о котором мы будем говорить чуть позже. Стало быть, 
у таких бабочек все устроено таким образом, что программа развития муж- 
ского организма не оставляет места для фенотипического проявления алле- 
лей этих локусов. Пол, хотя часто и связан с половыми хромосомами (кото- 
рых может быть даже несколько пар), наследуется как один ген. Более того, 
как мы увидим далее, генетическая программа развития на тот или иной пол 
всегда запускается начиная с единственного гена-триггера. Поэтому мы можем 
рассматривать случаи полиморфизма, ограниченного полом, как проявления 
взаимодействия генов. Более того, мы будем вынуждены расценивать их как 
эпистаз”". 

Причины распространенности полиморфизма самок не всегда ясны и ча- 
сто различны. Дискуссия между одонатологами (учеными, изучающими стре- 
коз) привела их к поразительному выводу — самки стрекоз полиморфны для 
того, чтобы уменьшить (не увеличить!) собственную популярность среди сам- 
цов, которые вынуждены учиться реагировать на каждую самочью морфу как 
на привлекательный объект по отдельности. Дело в том, что самцы концентри- 
руются в местах яйцекладки и мешают ей. 

У тропических бабочек полиморфизм самок часто связан с бейтсовской ми- 
микрией — когда съедобная бабочка выглядит как неродственная несъедобная 
и тем самым избегает атаки хищников (обычно птиц), причем, чтобы это работа- 
ло, ее численность должна быть всегда меньше численности вида-модели. Чтобы 
обеспечить достаточную численность своего вида, такие бабочки обычно поли- 
морфны и перераспределяют свою численность между морфами, так что раз- 
ные морфы подделываются под разные несъедобные модели. Мы еще обсудим, 
как это наследуется, сейчас же отметим, что полиморфны и миметичны всегда 
только самки, самцы мономорфны. Почему? По-видимому, их не жалко, их и не- 
многих достаточно, это «расходный материал эволюции», и она их не охраняет 
от хищников. Обычно рассуждения остаются на таком уровне. Можно также 
предположить, что как минимум один пол должен иметь стандартную для вида 
внешность, своего рода «опознавательные знаки», чтобы противоположный пол 
имел возможность выбрать для спаривания партнера своего вида (а у бабочек 


`Кстати, а какой эпистаз — доминантный или рецессивный? Это казуистическим 
вопрос, но мы можем его решить, обратив внимание на то, какой из полов «появляется 
в гомозиготе», т. е. является гомогаметным. У бабочек это мужской пол. Получается, что 
мы имеем рецессивный эпистаз. Только вот организовать дигибридное скрещивание, 
в частности скрестить между собой две «гетерозиготы» — двух самок, у нас не получит- 
ся, поэтому мы не будем иметь удовольствия наблюдать расщепление : 3 : 4. 
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это делают именно самки). 
На рис. 7.17, справа пока- 
зан такой ограниченный 
женским полом полимор- 
физм у африканской бабоч- 
ки РарШо Аатаапи; — поч- 
ти классического объекта 
эволюционной генетики. 
Нарис. 7.17’, слева показаны 
несъедобные виды модели 
из другого семейства, слева 
вверху — самец Р дагаапиз. 

(Если быть совсем 
точным, то самцы у этого 
вида также полиморфны, 
но морфы самцов сходны 
и не имеют ничего общего 
с поразительными морфа- 
ми самок.) 

В наших широтах не- 
которые виды бабочек так- 
же имеют полиморфных 
самок, что никак не связа- Рис. 7.17. Бейтсовская мимикрия у РарШо аатаапи$: 


но с мимикрией. Причины слева вверху — самец; сирава — различные морфы 
этого неизвестны. Либо это самок; слева — соответствующие им несъедобные 
остатки мимикрии, свой- виды из подсемейства Дапатае (кроме верхнего 
ственной отдаленным тро- изображения) 

пическим предкам, либо 

мужской пол у насекомых на ранних стадиях их эволюции уже был каким-то 
образом предрасположен к жесткой канализации развития окраски. 

В тех многих случаях, когда самцы имеют какие-то выдающиеся структу- 
ры, с помощью которых они конкурируют друг с другом и привлекают самок 
и эти структуры изменчивы, мы имеем полиморфизм, ограниченный мужским 
полом. Хорошим примером может служить очень изменчивый плюмаж сам- 
цов куликов-турухтанов. В этом случае объяснение сцепления с полом триви- 
ально — нет плюмажа, нет и изменчивости. Но по сути, это является случаем 
взаимодействия генов на уровне фенотипа. (У птиц гомогаметный пол также 
мужской, таким образом здесь мы имеем случай доминантного эпистаза.) 
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ГААВА $ 


АРУГИЕ ОСОБЕННОСТИ ФЕНОТИПИЧЕСКОГО 
ПРОЯВЛЕНИЯ ГЕНОВ 


8.1. Экспрессивность и пенетрантность 


Упомянем еще несколько терминов, отражающих соотношение генотипа 
и фенотипа. Многие количественные признаки организма, в особенности инте- 
грального характера, такие как размеры организма и его частей, плодовитость, 
продолжительность жизни, интеллект, определяются совокупным эффектом 
множества факторов, среди которых есть как внутренние, в первую очередь 
наследственные, так и внешние или воздействия внешней среды. Изменчи- 
вость, вызванная ненаследственными факторами, называется модификацион- 
ной изменчивостью. Ее в чистом виде можно наблюдать только у генетически 
идентичных организмов — однояйцевых близнецов, клонов, чистых (изоген- 
ных) линий. Диапазон модификационной изменчивости по некоему признаку, 
допускаемый данным генотипом, называют нормой реакции генотипа. 

Можно привести следующий пример. Границу Новосибирской и Томской 
областей занимает самое большое в мире Васюганское болото. Это простран- 
ство сфагновых болот, где обильно растет сосна, очень похожая на японские 
бонсаи — карликовые деревца высотой 2-3 м с густыми ветвями, которым мо- 
жет быть больше ста лет (рис. 8.1). На самом деле это обыкновенная сосна, 
растущая в специфических условиях. На экологическом стационаре в Томской 
области был поставлен эксперимент — выкопана траншея с постепенно увели- 
чивающейся глубиной, вплоть до нескольких метров. Эта траншея обеспечила 
дренаж болотной почвы тем больший, чем больше была ее глубина. Сосны, 
находящиеся неподалеку от траншеи, стали быстро расти. В результате вдоль 
траншеи с нарастающей глубиной образовался строй сосен с плавно, но в не- 
сколько раз нараставшей высотой. Это были те самые сосны, которые многие 
десятки лет имели совершенно одинаковую небольшую высоту. 

В большинстве случаев организмы в опыте не являются генетически 
идентичными, поэтому изменчивость их количественных признаков является 
суммой генетической и модификационной изменчивости. Ее нельзя различить 
непосредственно, но существуют экспериментальные методы, позволяющие 
оценить вклад в изменчивость наследственного и модификационного факто- 
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Рис. 8.1. Сосна обыкновенная на Васюганском болоте 


ра. При этом пользуются аддитивным характером такой статистической ха- 
рактеристики, как дисперсия. Интегральную дисперсию можно представить 
суммой дисперсий, привнесенных каждым фактором. В этом в основном и со- 
стоит задача генетики количественных признаков. 

Количественная изменчивость по любому признаку фенотипа может быть 
так или иначе измерена даже на фоне изменчивости альтернативной. К при- 
меру, рост растений карликового и некарликового гороха может варьировать 
в широких, частично перекрывающихся пределах; пятна у животного, пятни- 
стость которого генетически обусловлена, могут занимать разную площадь. 
Когда речь идет о степени (силе) влияния какого-то гена на количественный 
признак, говорят об экспрессивности гена. Например, площадь, занимаемая 
пятнами, будет характеризовать экспрессивность гена пятнистости. 

Экспрессивность обычно употребляется в паре с термином пенетрант- 
ность — фактически это то же понятие, но применительно к альтернативному 
признаку: оно отражает возможность отсутствия в фенотипе признака, при том 
что генотип особей предполагает его проявление. Этим же термином опреде- 
ляется и вероятность его проявления у особей. Можно сказать, что пенетрант- 
ность — это экспрессивность по принципу «все или ничего». 

О неполной пенетрантности можно говорить и в случае количественных 
признаков. Допустим, варьирующая площадь, занимаемая пятнами у генети- 
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чески пятнистого животного, может сократиться до нуля, т. е. животное не 
будет пятнистым, хотя его генотип и предполагает пятнистость. Бывают и слу- 
чаи, когда речь идет о проявлении или непроявлении в потомстве чисто аль- 
тернативного признака, по закону «все или ничего», которые не укладываются 
в стандартные менделевские соотношения. Случаи неполной пенетрантности 
могут быть связаны с наличием порогового эффекта, превращающего количе- 
ственный в своей основе признак в качественный. 

Различная экспрессивность и неполная пенетрантность могут быть след- 
ствием чисто модификационной изменчивости. У китайской примулы есть 
две морфы — сбелыми и розовыми цветками. Окраска определяется аллелями 
одного локуса р, и, естественно, аллель р*, определяющий розовую окраску, до- 
минирует, но только если температура окружающей среды ниже +30 °С. Одна- 
ко если растения развиваются при температуре около +35 °С, они всегда имеют 
белые цветки. Если же температура колеблется вблизи +30 °С, то во втором по- 
колении дигибридного скрещивания мы имеем растения с розовыми и белыми 
цветками, соотношение между которыми колеблется между 3 :1и0:1, причем 
промежуточных окрасок не наблюдается. Налицо пороговый эффект темпе- 
ратуры в некий критический момент развития цветка, блокирующий синтез 
антоциана по принципу «все или ничего». 

Гомозиготы дрозофилы по мутации е (ебопу) имеют черную окраску. Если 
мухи развиваются при +16-20 °С, наблюдается полудоминирование — гетеро- 
зиготы имеют темно-серую окраску, а в дигибридном скрещивании наблюда- 
ется соотношение фенотипов 1 : 2:1. При 21-25 °С гетерозиготы слабо отлича- 
ются от гомозигот по нормальному аллелю е*, при 30 °С аллель ведет себя как 
рецессивный и выщепляется в Е2 дигибридного скрещивания в соотношении 
1:3. Однако если температура колеблется, то мухи промежуточных феноти- 
пов составляют меньше половины всего потомства, так что соотношение фе- 
нотипов также колеблется между 1:2:1и3:0: 1. Можно сделать вывод, что 
температура влияет на окраску лишь в какой-то короткий критический период 
времени индивидуального развития, который у одних мух приходится на «по- 
лудоминантную» температуру, у других — на «доминантную». 

Однако в большинстве случаев феномены различной экспрессивности 
или неполной пенетрантности наследственных признаков объясняются нали- 
чием некоторого количества дополнительных генетических факторов (генов), 
т.е. аллелей неких других локусов, влияющих на тот же признак. Приведенный 
выше пример супрессии является в то же время и примером неполной пене- 
трантности «гена» (аллеля) р’ у гомозигот по этому аллелю в ситуации, когда 
организмы гетерогенны в отношении генотипа $и(5). Случаи неполной пене- 
трантности поддаются генетическому анализу, а в дальнейшем, как мы видим 
на примере гена $и(5), также молекулярно-генетическому. 

Сам факт, что заходит речь об экспрессивности или пенетрантности 
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некоего гена, говорит о том, что именно этот ген оказывает главное воздей- 
ствие на признак — в таких случаях его называют главным геном (тадог зепе). 
Влияние же остальных генов менее сильное и сводится как раз-таки к изме- 
нению экспрессивности или пенетрантности. Их принято называть генами- 
модификаторами, или просто модификаторами. Часто эффект таких генов 
сопоставим с влиянием внешней среды и не может быть сведен к моделям 
эпистаза или супрессии, поэтому они не поддаются простому генетическому 
анализу. 

Иногда аллели модификаторов, изменяющих в определенном направле- 
нии экспрессивность признака, определяемого главным геном, накаплива- 
ются вследствие сознательного или бессознательного отбора. Для основных 
генетических объектов существуют так называемые генетические коллек- 
ции — набор линий или штаммов, гомозиготных по различным аллелям. 
Если речь идет о мутантных аллелях, то некоторые из них связаны с потерей 
некой молекулярной функции и в какой-то степени ухудшают жизненность. 
У растений можно хранить семена, дрозофил же нужно время от времени 
перекидывать из одной пробирки с кормом в другую. Если делать это без 
отбора, то постепенно отбираются модификаторы, уменьшающие экспрес- 
сивность мутантных аллелей вплоть до нормы. У дрозофилы существу- 
ет доминантная мутация Мой, определяющая вырезку на вершине крыла. 
В Институте цитологии и генетики СО РАН в лаборатории популяционной 
генетики поддержание в течение многих лет линии дрозофилы, гомозигот- 
ной по этой мутации, привело к тому, что экспрессивность ее упала почти 
до нуля — мухи стали неотличимы от нормы как минимум для неспециали- 
ста (специалист, возможно, мог бы заметить выпадение нескольких щетинок 
на вершине крыла). Однако стоило скрестить их с действительно нормаль- 
ными мухами, которые не накапливали модификаторы экспрессии аллеля 
№ тей в ходе естественного (!) отбора в культуре, как у гибридов Е, эта доми- 
нантная мутация прекрасно проявлялась. 

Хотя термин экспрессивность имеет скорее историческое значение, про- 
изводный от него термин экспрессия гена вошел в молекулярную генетику 
и стал обозначать качественное присутствие или количество молекулярного 
продукта отдельного гена (в молекулярном понимании), т. е. кодируемого им 
белка или РНК (в случае, если ген кодирует рабочую РНК). 


8.2. Летали 


Рассмотрим еще одно явление, изменяющее менделевские соотношения. 
Допустим, В моногибридном расщеплении мы получили вместо ожидаемого 
расщепления 3 : 1 нечто около 5 : 1 или7 : 1. Причем сначала все было нормаль- 
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но — изначально имелись две гомозиготы, получились гибриды Е, с доминант- 
ным фенотипом. Мы вынуждены предположить, что либо гаметы, несущие раз- 
ные аллели, имеют неодинаковую выживаемость или конкурентоспособность 
(однако какое-то их количество тех и других все же участвует в оплодотворе- 
нии, и они совместимы с жизнью, о чем говорит само существование гомозигот), 
либо гомозиготы по одному из аллелей имеют пониженную жизнеспособность. 
В подавляющем большинстве таких случаев недопредставленный аллель являет- 
ся аномальным (мутантным), а имеющий преимущество — нормальным (диким 
типом). Для таких мутаций часто применяют кальку с английского в качестве 
термина детрименталь. Если жизнеспособность гомозигот по таким мутациям 
снижена на 10-50 %, их принято называть иолулеталями. 

Должны существовать и благоприятные мутации, отличающиеся от ди- 
кого типа в сторону «улучшения» какого-то свойства, например жизне- и кон- 
куретноспособности. Однако они крайне редки, и столкнуться с ними крайне 
маловероятно. 

Если же мутация сводит жизнеспособность до нуля, то говорят о леталь- 
ных генах (мутациях, аллелях), или леталях. Здесь под «генами» мы не можем 
подразумевать ничего, кроме аллелей, так как летальных локусов быть не мо- 
жет — в геноме не может возникнуть и поддерживаться специальный участок 
ДНК с особой функцией безусловно убивать своего носителя как минимум до 
его размножения. А вот летальные аллели очень даже нередки. 

По сути, летальность является одной из форм взаимодействия генов, по- 
скольку они представляют собой испорченные узлы генной сети, которая кон- 
тролирует формирование жизнеспособного организма. 

Как правило, летали рецессивны. Это означает, что одной дозы нормаль- 
ного аллеля, который кодирует полноценный продукт, хватает для обеспече- 
ния жизнеспособности носителя. Чаще всего такие мутации не имеют других 
фенотипических проявлений, помимо летальности в гомозиготе. Поэтому ло- 
кусы, известные только по леталям, как правило, не имеют красивых осмыс- 
ленных названий (разве что кто-нибудь назовет такой локус, к примеру, КШет, 
как это было сделано у гороха). О наличии летали можно догадаться по сниже- 
нию плодовитости, однако наиболее однозначное указание на присутствие ле- 
тали состоит в недостатке или отсутствии в потомстве заведомо нелетальных 
аллелей других локусов, находящихся в хромосоме недалеко от летали и сце- 
пленных с ней (06 этом подробнее ниже). 

Рецессивные летали должны проявляться и в гемизиготе, что имеет значе- 
ние в гаплоидной фазе. Диплоидный организм, содержащий леталь в гетерози- 
готе, будет нормальным, но половина его гаплоидных потомков, получившая 
в мейозе хромосому, несущую леталь, погибает, если функция соответствую- 
щего локуса нужна в гаплоидной фазе. Организмы, имеющие гаплоидное по- 
коление, в котором работает и имеет жизненно-важную функцию как мини- 
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мум часть генов, могут таким путем избавляться от леталей по этим генам. 
Если гаплоидное поколение представлено более чем одной клеткой, значит 
проверяться на работоспособность должны как минимум гены домашнего 
хозяйства, т. е. гены, обслуживающие базовые функции любой клетки, все, 
что связано с клеточным циклом и митозом, с энергетическими процессами 
в клетке. У растений такие летали называются гаметофитными леталями. 
Если летальность проявляется в мужском гаметофите, то у гетерозиготно- 
го по гаметофитной летали растения половина пыльцы будет стерильна, т. е. 
представлена пустыми пыльцевыми зернами, поскольку их стенки нарабаты- 
ваются еще диплоидной клеткой до ее вступления в мейоз (рис. 8.2°). 


Рис. 8.2. Полустерильная пыльца гороха 


Вэтой ситуации проходить через гаплоидное поколение могут только сио- 
рофитные летали, представляющие собой мутации по локусам, функциони- 
рующим только в диплоидном спорофите — к примеру, ответственные за его 
морфологическое развитие. 

У животных гаплоидная фаза представлена только гаметами. В мужских 
гаметах гены не работают, в женских частично работают у млекопитающих, 
но практически не работают у насекомых, поэтому данный путь избавления 
от леталей у животных практически отсутствует. 


“Рисунок любезно предоставлен Э.Р. Галиевой. 
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Следует оговорить, что речь идет о смерти до размножения. Вы знаете 
проходных лососевых рыб, умирающих сразу же после нереста (и тем самым 
добавляющих органики в бедные водоемы, где выплодится их молодь, так, 
чтобы для нее могла сформироваться кормовая база). Вы также знаете, что 
большинство рыб нерест не убивает, и наверняка таковы же были предки ло- 
сосевых. По-видимому, в эволюции лососевых в качестве полезной зафикси- 
ровалась мутация (или несколько мутаций), убивающая родителей после не- 
реста. Однако ее нельзя назвать леталью, так как она не препятствует, а даже 
способствует размножению. 

Летальная мутация может приводитьк гибели на разных стадиях развития, 
предшествующих размножению, и ее носители могут быть зарегистрированы 
на предыдущих стадиях. Допустим, высшее растение для своего существова- 
ния должно осуществлять фотосинтез. Это сложный процесс, в котором задей- 
ствовано множество генов, значительная часть из которых связана с синтезом 
хлорофилла. Поэтому в опытах по экспериментальному мутагенезу у растений 
возникает большое количество рецессивных хлорофилльных мутаций, гомо- 
зиготы по которым неспособны синтезировать хлорофилл и имеют белую или 
желтую окраску. Такие растения прорастают на питательных запасах семени, 
но погибают, как только эти запасы кончаются. Пока этого не случилось, мы 
можем сосчитать растения и изучить их генетическое расщепление. Как пра- 
вило, они составляют одну четверть потомства от самоопыления одного рас- 
тения, и снова выщепляются в потомстве 2/3 их зеленых братьев. Естественно, 
такая картина означает, что хлорофилльная мутация рецессивна. 

Любая мутация, которая делает организм стерильным, т.е. неспособ- 
ным размножаться, в популяционном и эволюционном смысле эквивалентна 
летали, хотя на уровне организма она может проявляться в каком-то смысле 
благоприятно. Обычно если организм не тратится на размножение, все сэко- 
номленные ресурсы идут на его собственные нужды. Стерильные растения, 
к примеру, разрастаются очень пышно. 

Теоретически ничто не препятствует и возникновению доминантных 
леталей, убивающих своего носителя даже в гетерозиготе. Допустим, в ре- 
зультате антиморфной мутации дефектная копия белка оказалась способной 
блокировать какой-то жизненно важный процесс. Однако доминантная ле- 
таль исчезает вместе со своим носителем сразу же или вскоре после своего 
возникновения, и мы практически никогда не сможем ее зарегистрировать, 
тогда как ДНК, содержащая рецессивную леталь, будет реплицироваться 
в гетерозиготе, и о ее существовании мы можем догадаться по генетическому 
расщеплению в потомстве. 

Если мы подвергаем организм заведомо мутагенному воздействию и его 
плодовитость падает по сравнению с контролем, мы можем приписать это па- 
дение доминантным леталям (так как вероятность аморфной мутации в одном 
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и том же локусе в обоих гомологах мала), и если не зарегистрировать каждую 
из них, то хотя бы оценить их количество. Однако снижение плодовитости мо- 
жет быть и простым следствием интоксикации мутагенами. 

Впрочем, в некоторых случаях, а именно в тех, когда летальность прояв- 
ляется после рождения, выхода из яйца или прорастания семени доминант- 
ные летали поддаются регистрации. Один ребенок на 1-4 миллиона страдает 
синдромом Хатчинсона - Гилфорда, приводящим к прогеррии — преждевре- 
менному старению. У таких детей наблюдается облысение в 2 года, ухудшение 
кожи, костей и мыщц (рис. 8.3", а), атеросклероз, но отсутствуют такие при- 
знаки старения, как деградация нервной системы и предрасположенность 
к раку. Продолжительность жизни таких детей — 7-27 лет, в среднем 13 лет. 
Известен случай, когда один японец дожил до 45 лет. Этот синдром связан со 
всякий раз возникшей 4е поуо доминантной мутацией — нуклеотидной за- 
меной С наТ — в гене ГММА, кодирующем белок преламин-А. В норме после 
синтеза этого белка его С-концевой 
цистеин франезилируется и получает 
способность связываться с ядерной 
мембраной. После того, как это свя- 
зывание происходит, у нормального 
белка отрезают 15 аминокислотных 
остатков с С-конца, и белок превра- 
щается в ламин А, который отходит 
от ядерной мембраны. Ламин А — 
один из белков внутренней ядерной 
оболочки, подстилающей мембрану 
(ламина), он также участвует в упа- 


ковке хроматина. Мутация приводит 
к возникновению альтернативного 
сайта сплайсинга, и преламин А ока- 
зывается короче на 50 аминокислот- 
ных остатков, в частности, теряется 


Рис. 8.3. Синдром 


Хатчинсона — Гилфорда: а — симптомы 
прогеррии; 6 — нормальное ядро; 

в — дольчатое ядро (флюоресцентная 
микрофотография) 


сайт протеолиза› превращающий 

преламин А в ламин А, так что белок остается связанным с ядерной мем- 
браной. Такие ядра имеют дольчатую форму (рис. 8.3, в), иу них исчезает 
периферический гетерохроматин. Все это происходит в гетерозиготе, а го- 
мозигота и вовсе невозможна. Так как мутация возникает в одной из двух 
копий каждого локуса, она сразу оказывается в гетерозиготе, а ее носитель 
не размножается. (Заметим, что «преждевременное старение» — это лишь 
видимая аналогия, у пожилых людей вы не найдете дольчатых ядер.) 


`еп.мареа.оге 
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Природа летальных аллелей вообще полна неожиданностей. Наиболее 
естественным выглядело бы предположение, что летали должны быть аморф- 
ными мутациям, когда связанная с данным локусом молекулярная функция 
выпадает. Большинство леталей имеет именно такую природу. Однако ши- 
рокомасштабные эксперименты по нокауту (целенаправленному нарушению 
функции) различных локусов выявили интересный феномен. Если у дрозо- 
филы среди нуль-аллелей довольно много леталей, то выключение большин- 
ства локусов у мыши не приводит не только к смерти, но даже к появлению 
какого-либо регистрируемого мутантного фенотипа, причем нередко выклю- 
чение одного и того же локуса у одной линии приводит к появлению феноти- 
па, ау другой — нет. Приходится сделать вывод, что у млекопитающих многие 
молекулярные функции задублированы, поэтому вся генетическая система 
в целом довольно помехоустойчива (вспомним равнозначные гены). 

Более того, известны случаи, когда делеция соответствующего локуса — 
ситуация, когда молекулярная функция выпадает по определению (в прямом 
смысле), — не влияет на жизнеспособность, однако при этом по данному локу- 
су имеются действительно летальные аллели. 

У мышей нокаут вышеупомянутого гена [ММА не приводит к изменени- 
ям фенотипа. Совмещая результаты, полученные на мыши и человеке, полу- 
чаем, что делеция безвредна, а мутантный белок, неспособный подвергаться 
процессингу и остающийся прикрепленным к ядерной мембране, вреден. Та- 
ким образом, мы столкнулись с примером тех самых антиморфных мутаций, 
существование которых предполагали из чисто теоретических соображений 
в гл. 4. Кроме того, у мышей ингибирование протеазы, превращающей прела- 
мин А вламин А, вызывает прогерию. Заметим, между прочим, что если бы мы 
не знали молекулярной природы этих генов, то ген ГММА выступал бы у нас 
как супрессор «гена прогеррии», которым бы мы назвали ген протеазы (не на- 
оборот!), так как в отсутствие преламина А отсутствие протеазы не вызывало 
бы прогеррии, а само отсутствие преламина А не сказывается на жизнеспо- 
собности. Впрочем, ввиду летальности прогеррии мы не смогли бы поставить 
скрещивания и получить расщепление, свидетельствующее о супрессии. 

У арабидопсиса есть серин-треонин киназа ОХИ, которая участвует 
в передаче сигналов (па тапздисНоп райтауз) при стрессовых реакциях, 
вызванных, в частности, патогенными грибами. И когда ее ген искусственно 
полностью выключен (с помощью направленной инсерции во втором из двух 
экзонов), то растения остаются устойчивыми к грибу Ризайит охузрогит. 
Объяснение этому следует видеть в том факте, что у арабидопсиса имеется 
паралигичная киназа ОХ1[2, способная выполнять ту же функцию, если ген 
ОХП1 не работает. Однако, если ОХП несет точковую замену глутаминовой 
кислоты (Е) в лизин (К) в активном центре, растения теряют устойчивость 
и гибнут от фузариоза. 
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В подобных этому случаях антиморфных мутаций правильный про- 
дукт не является жизненно важным (функция этого гена необязательна для 
выживания или дублирована другими генами), а «неправильный» молеку- 
лярный продукт случайно оказывает какое-то особое негативное влияние, 
связанное с образованием фермент-субстратного комплекса без последую- 
щей реакции и высвобождения продукта. По всей видимости, мутантный 
фермент ОХП образует фермент-субстратный комплекс, но, имея нефунк- 
циональный активный центр, всего лишь связывает субстрат. Может слу- 
читься и противоположная ситуация, когда продукт антиморфного алле- 
ля конкурентно ингибирует какой-то фермент, для которого нормальный 
продукт данного локуса служит субстратом, однако не единственным. Тог- 
да будет блокирована не только реакция с участием «правильного» про- 
дукта (за его отсутствием), но и все остальные реакции, катализируемые 
этим ферментом. Учитывая обычную природу ядов, в данном случае можно 
сказать, что неправильный продукт случайно оказался токсичным. В слу- 
чае гена [ГММА возникла способность к устойчивой связи с ядерной мем- 
браной. 

Иногда летальный в гомозиготе аллель может иметь нелетальное прояв- 
ление в гетерозиготе. У овчарок колли существует седая форма. Такие собаки 
гетерозиготны по некоему аллелю, который в гомозиготе летален. Соответ- 
ственно, этот аллель доминантен в отношении своего видимого проявления, но 
рецессивен в качестве летали. Все седые колли гетерозиготны по этому аллелю. 
При скрещивании седых колли с нормальными он ведет себя как обычный до- 
минантный аллель в гетерозиготе, обеспечивая расщепление седых и неседых 
собак как 1 : 1. При скрещивании же двух седых собак мы вместо соотношения 
3 : 1 получим соотношение 2: 1 — верный признак, что гомозигота по «седо- 
му» аллелю нежизнеспособна. 

Точно такова же картина наследования аллеля А’ у мышей — это доми- 
нантный аллель, обуславливающий желтую окраску (если окраска в прин- 
ципе возможна, т. е. в отсутствие рецессивного эпистаза с генами отсут- 
ствия окраски, когда мышь оказывается белой). Этот же аллель проявляет 
себя, кроме того, как рецессивная леталь. Аллель а определяет возможность 
любой другой окраски (кроме белой). Очевидно, что, скрестив любых двух 
желтых мышей, мы получим в потомстве 2/3 желтых и 1/3 нежелтых, по- 
скольку любая желтая мышь является гетерозиготой А?а, а гомозиготы А? А 
не выживают. 

Таков же доминантный аллель $, определяющий ген серой окраски у кара- 
кулевых овец (у гомозигот по рецессивному аллелю $ окраска черная). Однако 
здесь мы можем увидеть гомозиготы 55, потому что такие ягнята рождаются, 
но имеют недоразвитый рубец и погибают в течение нескольких месяцев. 


218 Глава 8. Другие особенности фенотипического проявления генов 


8.3. Условные летали 


Кроме генного взаимодействия, на летальность аллеля может влиять так 
называемое взаимодействие генотип-среда, благодаря чему существуют ус- 
ловные летали. Некий аллель может быть вполне жизнеспособным в одних 
условиях и летальным в других. Наиболее простой пример — ауксотрофные 
мутации. Многие бактерии способны расти, расщепляя широкий спектр ор- 
ганических веществ, присутствующих в среде их обитания. У ауксотрофных 
мутантов нарушена ферментная система по расщеплению какого-то одного 
из них, допустим, лактозы. В обычных условиях бактерия «не заметит этого» 
и будет усваивать другие вещества. Но если мы специально поместим бакте- 
рии на бедную среду, в которой не будет ничего «съедобного», кроме лактозы, 
то мутация по лактатдегидрогеназе, к примеру, окажется летальной. 

Даже у людей есть нечто вроде аукострофной мутации, хотя она связана 
не с неспособностью усваивать определенные вещества из пищи, а с побоч- 
ным эффектом от них. Известна так называемая целиакальная болезнь — ау- 
тоиммунное заболевание, индуцируемое глиадином — белком клейковины 
злаков и приводящее к потере ворсинок тонкого кишечника. Эта болезнь 
развивается только при употреблении пищи на основе злаков трибы пше- 
ницевых. Однако больные могут безо всякого вреда, к примеру, есть рис, 
кукурузу, гречиху и пр. Исключение пшеницевых из пищи приводит к пол- 
ному излечению. Около 95 % носителей этой болезни имеют один из двух 
среди семи наиболее распространенных гаплотипов сложного локуса НГА 
РО. Он представляет собой два близко расположенных локуса, кодирующих 
альфа- и бета субъединицы одного из рецепторов, представляющего анти- 
гены лейкоцитам и участвующего в системе, обеспечивающей распознание 
веществ по принципу «свой-чужой». Опасные гаплотипы кодируют две 
субъединицы, в агрегате более сильно связывающиеся с глиадином, моди- 
фицированным ферментом трансглутаминазой, который превращает оста- 
ток глутамина в глиадине в глутамат. При этом глутамин глиадина может 
оказаться ковалентно связанным с лизином трансглуаминазы, что запускает 
формирование аутоиммунной реакции не только на глиадин, но заодно и на 
собственную трансглутаминазу. 

Гетерозигота по гаплотипу менее подвержена риску заболевания, гомози- 
гота — более. Иногда опасная альфа-субъединица приходит от одного роди- 
теля в составе неопасного гаплотипа, опасная бета-субъединица — от другого 
родителя в составе другого неопасного гаплотипа. Такой случай называется 
транс-гаплотипической ассоциацией. По фенотипу — риску и тяжести за- 
болевания — это эквивалентно гетерозиготе по опасному гаплотипу. Самый 
опасный гаплотип присутствует в Западной и Северной Европе (с наибольшей 
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частотой в Стране басков и Ирландии) и в некоторых странах Африки. 

Любопытны те условия, которые делают эту леталь (или детрименталь) 
условной. Это не только проживание вне регионов возделывания пшенице- 
вых, но в наше время также знание природы данного заболевания. В условиях 
шумерской цивилизации, где подавляющее большинство населения питалось 
ячменем, эта болезнь навернка была бы смертельной. В современной европей- 
ской цивилизации, где велика роль пшеницевых, она также долгое время была 
неизлечимой, до тех пор, пока не была выяснена ее прямая связь с хлебной 
пищей. Хотя эта связь и была неочевидной, поскольку данное аутоимунное 
заболевание, как уже было сказано, не развивается непосредственно в ответ 
на прием такой пищи. Еще одно фенотипическое проявление вредных гапло- 
типов — утрата способности стать католическим священником. Поскольку эта 
должность предполагает причащение хлебом, такая норма — непригодность 
к сану лиц, страдающих целиакией, — действительно появилась в католиче- 
ской церкви. Заметим, впрочем, что эта норма несколько повышает приспосо- 
бленность носителей целиакии в среднем, поскольку у них исчезает возмож- 
ность принять на себя вместе с саном обязательный в католической церкви 
целибат и тем самым не вступать в размножение. 

Условием летальности или даже самой условной леталью может быть по- 
ловая принадлежность — имеются летали, ограниченные полом, и гены, де- 
лающие пол летальным. 

Начнем со случаев летальности пола. У дрозофилы существует локус 4а 
(ЧаисШетез$). Это регуляторный ген, его продукт связывается с ДНК, являет- 
ся фактором, стимулирущим транскрипцию посредством РНК-полимеразы П, 
и требуется на разных стадиях развития в разных органах, вне зависимости 
от пола. В частности, он необходим на самых ранних этапах эмбрионального 
развития, причем в данном случае это материнский продукт, получаемый яй- 
цеклеткой из питающих клеток. У самок, гомозиготных по мутации 4а', при 
температуре +18 °С в потомстве появляется в пять раз меньше самок, чем сам- 
цов, причем эти самки стерильны и демонстрируют аномалии, связанные свы- 
падением (иногда удвоением) структур, возникающих из какого-либо имаги- 
нального диска. При температурах +22-25 °С появляются только самцы, самки 
гибнут на стадии эмбриона. (При +29 °С отложенные яйца не развиваются вне 
зависимости от пола, но это связано с негативным эффектом температуры 
на гонады самки, а не на зиготы.) Обратим внимание, что условной эмбрио- 
нальной леталью в нашем случае является не 4а' при условии женского пола, 
а сам женский пол в условиях матери, гомозиготной по 44". 

Летальность определенного аллеля в условиях определенного пола наблю- 
дается у дрозофилы в случае некоторых мутаций по локусу 5х1 — $ех [еа/. 
Между прочим, экспрессия 5х! активируется продуктом гена да+, т. е. в генной 
сети этот ген связан с геном да, находясь «ниже по течению» регуляторного 
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каскада (по-английски так и принято говорить: 15 Чомллзеата оЁ Фе зепе йа). 
РНК гена 5х1 считывается с альтернативных промоторов и подвергается аль- 
тернативному сплайсингу. В самцовом транскрипте имеется самцовый экзон 
3, в рамке считывания которого есть стоп-кодон. У самок вскоре после начала 
эмбрионального развития появляется самочий транскрипт с альтернативного 
промотора, в котором после процессинга экзон 3 не содержится; с него транс- 
лируются белок, имеющий домен, связывающийся с РНК, в том числе собствен- 
ной, и поддерживающий самочий тип сплайсинга. Тем самым обеспечивается 
положительная обратная связь, поддерживающая именно самочий путь разви- 
тия. Этот ген ответственен за все аспекты полового диморфизма в направлении 
женского пола. Таким образом, мы опять-таки сталкиваемся с ограниченным 
полом проявлением гена — в данном случае экспрессией, и летальность неко- 
торых мутаций по этому гену также оказывается ограниченной полом. Мута- 
ций по этому гену множество, и они делятся на два класса: 1) многочисленные 
рецессивные гипоморфные (1055-о-{ипсНоп) мутации, которые не проявляют- 
ся у самцов и вредны (в частности, приводят к стерильности) или летальны 
у самок; 2) более редкие гиперморфные (зат о} }ипсНоп) мутации, которые 
безвредны у самок как в гомозиготе, так и в гетерозиготе, но приводят к сте- 
рильности самцов. Все эти мутации образуют сложный комплементационный 
паттерн — некоторые мутации в компаунде (у самок, так как ген расположен 
в Х-хромосоме)обеспечивают нормальный фенотип. Некоторые аллели при 
определенных условиях (в частности, в зависимости от температуры) приводят 
к тому, что самки фенотипически выглядят как самцы, некоторые мухи имеют 
промежуточные половые признаки. То, каким именно образом нормальный ал- 
лель этого гена определяет пол у дрозофилы, будет рассмотрено нами в гл. 10. 


8.4. Синтетические летали 


Некоторые аллели некоторых локусов не являются летальными сами 
по себе, но в ситуациях, когда два (или более) локуса имеют определенные алле- 
ли, оказываются летальными, т. е. одна мутация становится летальной в соче- 
тании с другой мутацией в другом локусе (и наоборот). В таких случаях говорят 
о синтетических леталях`. Чаще всего встречаются случаи рецессивной син- 
тетической летальности, когда два локуса оказываются гомозиготными по му- 
тантному аллелю. Эта ситуация возникает, например, тогда, когда продукты 
двух локусов дублируют жизненно важную функцию друг друга. У двойной го- 
мозиготы по нуль-аллелям функция исчезает полностью. Фактически это все- 


`Конечно же, такое их название связано со специально созданной генетической 
ситуацией, а не с искусственно синтезированными участками ДНК. 
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го лишь случай равнозначных генов, который отличается от рассмотренного 
в гл. 7 лишь тем, что мы вообще не наблюдаем класса двойных рецессивов и ха- 
рактерного расщепления 15 : 1 при скрещивании друг с другом дигетерозигот. 

Воспользовавшись аналогией с электрическими сетями, мы можем ска- 
зать, что в данном случае оба локуса включены в генную сеть параллельно. 
Но синтетические летали могут возникать, и если два гена включены в генную 
сеть последовательно. 

Аллель 5х! безвреден у самцов и является рецессивной леталью у самок 
(в некоторых линиях и при неоптимальных условиях развития может быть 
доминантной полулеталью), однако становится доминантной леталью, если 
муха гетерозиготна также по гипоморфной мутации в одном из генов, кото- 
рые позитивно регулируют (стимулируют) экспрессию гена 5х1. Речь идет о ге- 
нах, представляющих более ранние звенья ветви регуляторного каскада, или 
генной сети, в которой участвует ген $хГ'. Одним из таких генов является как 
раз обсуждавшийся уже ген йа, в частности, двойная гетерозигота 4а* да! 5х 
5х нежизнеспособна. 

Внашем случае две рецессивные мутации, находясь в гетерозиготе в одном 
организме, приобретают доминантный летальный эффект. Причем этот эф- 
фект можно приписать той мутации, которая находится на более позднем зве- 
не регуляторного каскада. Мы видим, что гетерозиготность по регулирующему 
гену не имеет летального эффекта, но создает условие, при котором гетерози- 
готность по регулируемому гену становится летальной. В данной цепочке ре- 
гуляторного каскада, где продукт гена да активирует ген $21, идет нарастание 
регуляторного сигнала в зависимости от дозы каждого из генов. И половинная 
доза каждого из них по отдельности снижает сигнал вдвое, а обоих вместе — 
в четыре раза, в результате функция 5х1 оказывается ниже некоторого мини- 
мального порога жизнеспособности. 

Однако это не совсем так. Дополнительная доза (дупликация) нормально- 
го аллеля 5хГ, введенная в геном, спасает самок даже в потомстве гомозигот 
да! 4а'. Таким образом, увеличение в полтора раза дозы гена 5х! обеспечи- 
вает достаточный уровень его экспрессии при недостаточном уровне сигнала 
от стимулирующего его гена аа. 

Из последнего обстоятельства нетрудно догадаться, что мутация 4а' яв- 
ляется гипоморфной, а не аморфной, и обеспечивает некий низкий уровень 
экспрессии. Такие мутации называют [еаКу — «подтекающие». 

Приведенные примеры ярко подтверждают наше априорное утверждение 
о том, что, по сути, летальность является частным случаем взаимодействия ге- 
нов, поскольку летальные аллели представляют собой испорченные узлы ген- 


`На более поздних звеньях этой цепи находятся все гены, участвующие в созда- 
нии женского фенотипа. 
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ной сети, приводящей к формированию и функционированию полноценного 
организма. 


8.5. Плейотропия 


Мы уже рассмотрели случаи, когда несколько генов влияют на один и тот 
же признак. Но не менее часто встречается противоположный случай — когда 
один ген влияет на несколько признаков. Это явление называется илейотропи- 
ей. Ранее мы рассуждали о том, что выделение признаков — дело субъектив- 
ное, поэтому любой может вместо одного признака выбрать несколько, отра- 
жающих немного различающиеся аспекты того же явления. 

Первый случай плейотропии описал Мендель — когда один и тот же «эле- 
мент» выявляет окраску цветков (пурпурную) и семенной кожуры (сероватую, 
часто в крапинку), которые, как мы знаем, определяются тем, способно растение 
синтезировать пигмент антоциан или нет. Однако бывают случаи, когда признаки, 
на которые влияет один и тот же ген, на первый взгляд не имеют ничего общего 
друг с другом. Мы упоминали о серповидно-клеточной анемии, при которой мо- 
лекулы гемоглобина из-за замены одной аминокислоты слипаются друг с другом 
в цепочки, эритроциты принимают неправильную форму, эффективность транс- 
порта кислорода по крови резко ухудшается. Жизнеспособность детей, гомози- 
готных по аллелю серповидно-клеточной анемии, резко снижена. У гетерозигот 
по аномальному аллелю половина молекул гемоглобина нормальна, и этого ока- 
зывается достаточно для нормального функционирования крови. Однако в этих 
эритроцитах затрудняется жить малярийный плазмодий, поэтому гетерозиготы 
не страдают малярией. Такое их преимущество и привело к тому, что мутантный 
аллель получил широкое распространение в Африке. Таким образом, мы видим 
влияние одной мутации на два признака — эффективность транспорта кислорода 
кровью и устойчивость к малярии. Поскольку молекулярный продукт одного ло- 
куса, как правило, выполняет только одну молекулярную функцию, плейотропия 
обычно исчезает, когда мы переходим с уровня организма как целого к процессам 
на более низком уровне — клеточном или молекулярном. Молекулярная функция 
гена остается одной и той же, но прилагаться она может в разных местах — напри- 
мер, она может однотипно регулировать экспрессию разных генов. 

Иногда внешними воздействиями можно компенсировать одни плейотроп- 
ные проявления гена, но не другие. Например, гомозиготы дрозофилы по мута- 
ции гидйпепту (т) имеют широкие укороченные крылья (за счет гибели клеток 
к концу крыла), а самки к тому же малоплодовиты — у них нарушены оварии, 
в частности, накопление желтка в яйцах, причем выживают только зиготы, об- 
разовавшиеся с участием сперматозоидов, несущих нормальный аллель, а опло- 
дотворенные мутантным аллелем погибают в первые десятки часов индивиду- 
ального развития. Поскольку мутация находится в Х-хромосоме, то выживают 
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только самки, так как самцовые зиготы получают единственную Х-хромосому, 
несущую аллель г, от матери‘. Таким образом, перед нами синтез двух преды- 
дущих тем: условная и синтетическая леталь, ограниченная полом. При этом, 
в отличие от рассмотренных выше случаев синтетических леталей, здесь в со- 
ставе синтетической летали фигурирует один и тот же аллель, но он становит- 
ся летальным, если присутствует одновременно у матери в гомозиготе и у сына 
в гемизиготе. Плодовитость самок восстанавливается, если в корм добавлять 
цитидин, но аномалии крыла в потомстве полностью сохраняются при любом 
питании. Оказалось, что ген г кодирует полипептид с первыми тремя фермента- 
тивными активностями биосинтеза пиримидина: глутамин-зависимая карбомо- 
ил-фосфат-синтетаза, аспартат-трансметилаза и дигидроортаза. Его экспрессия 
максимальна в яйце, падает к вылуплению, снова повышается в первом личи- 
ночном возрасте, а потом стабильно низка. Как видим, недостаток пиримидина 
в яйце можно скомпенсировать питанием самок, а развитие крыла определяется 
в имагинальном диске, где происходит уже синтез собственных пиримидинов. 

Тем не менее, бывают плейотропные эффекты, механизм которых неясен. 
Когда-то в НГУ была военная кафедра (рис. 8.4). На фотографии выпуска этой 
кафедры, того курса, где учился автор пособия, присутствует один рыжий сту- 
дент. Найдите его. 


Рис. 8.4. Выпуск военной кафедры ФЕН НГУ 1983 г. 


но. На самом деле, далеко не у всех рыжих людей волосы действительно име- 
ют рыжий цвет, зачастую они выглядят светло-русыми. У рыжих есть нечто 
неуловимо общее в форме лица, в скулах и посадке глаз. Кроме того, у них 
обычно много веснушек. На биохимическом уровне у рыжих людей дефектен 
клеточный рецептор к меланоцит-стимулирующему гормону — меланокорти- 
ну, который стимулирует в клетках химическое преобразование красноватого 
пигмента феомеланина в более темный пигмент эумеланин. Рыжие люди му- 
тантны по гену этого рецептора, МСК1 (16 хромосома), у них вырабатывается 
меланокортин, но компетентные в отношении него клетки (в данном случае 
термин самоочевиден) оказываются нечувствительными. Это объясняет, по- 


`Подумайте, откуда тогда вообще берутся гомозиготы. 
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чему у них бледная кожа и красноватые волосы. Влияние на черты лица со- 
вершенно неочевидно. Возможно, оно имеет отношение не к пигментации, 
а какой-то другой функции гормона меланокортина. 

У самцов дрозофилы, несущих мутацию и/ЙйЙе (у) (в гемизиготе), фенотип 
проявляется не только в белых глазах, но и в слегка измененной форме семя- 
приемников. 

Есть порода кошек, отличающаяся белой шерстью, голубыми глазами 
и глухотой. Все три признака определяются одним и тем же мутантным алле- 
лем. У людей также есть нечто подобное — бывают люди с голубым оттенком 
белков глаз, и у них часто бывают дефектны слуховые косточки, что в подрост- 
ковом возрасте приводит к глухоте. 

Говоря о плейотропии, невозможно не упомянуть наследственные син- 
дромы. Само понятие «синдром» предполагает одновременное появление не- 
скольких, казалось бы, не связанных друг с другом симптомов — это и есть 
плейотропия. Например, у человека существует так называемый синдром Мар- 
фана. Он характеризуется удлиненными конечностями и их отдельными сег- 
ментами — в частности, фалангами пальцев — так называемая арахнодакти- 
лия («паучьи пальцы»). Характерна также повышенная подвижность суставов, 
сутулость, плоскостопие, узкое лицо, небольшая нижняя челюсть, неровный 
зубной ряд. Также встречаются порок сердца (пролапс митрального клапана) 
и аневризма аорты (истончение ее стенок), соответственно велик риск смерти 
от разрыва аневризмы. У таких людей присутствуют аномалии в развитии хру- 
сталика (близорукость, риск ранней глаукомы, катаракты). Имеется риск спон- 
танного пневмоторакса. Синдром, как правило, определяется мутацией в гене 
ЕВМ1 (хромосома 15), кодирующем фибриллин-1. Мутация везде описывается 
как доминантная с высокой пенетрантностью и нестабильным клиническим 
проявлением. Нас не должен вводить в заблуждение медицинский диалект гене- 
тического языка — под доминантностью в данном случае понимается неполное 
доминирование, так как речь идет об эффектах в гетерозиготе. Гомозигота же 
попросту летальна. Мутация наследуется, частота синдрома в популяции око- 
ло 2-3 : 10 000 (0,02-0,03 %). Фибриллин-1 — это гликопротеин, связывающий 
клетки с внеклеточным матриксом, в частности, ответственный за правильное 
формирование эластиновых нитей, которые присутствуют в стенках сосудов, 
связках и подвеске хрусталика глаза. Нормальный фибриллин-1 также связыва- 
ет трансформирующий фактор роста ТСЕВ, который в связанном состоянии не 
оказывает влияния на ткани. Этот фактор играет важную роль в эмбриональном 
развитии, клеточной дифференцировке, регуляции иммунной системы, апопто- 
зе, препятствует пролиферации нормальных эпителиальных клеток и ранних 
раковых клеток. Избыток несвязанных молекул этого фактора также играет роль 
в патогенезе синдрома Марфана, по-видимому, через эффект, подобный воспа- 
лению, при котором эластиновые фибриллы разрушаются. Мутация по второму 
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гену ЕВМ№2, фибриллина-2, в хромосоме 5, также дает эффект синдром Марфана. 
Всего описано около 140 мутаций обоих генов. 

Точковые мутации по двум генам, кодирующим рецепторы к ТОЕВ, 
ТСЕВК1 (хромосома 9) и ТСЕВЕ2 (хромосома 2), дают синдром Лоейса - Дица 
(Гоеуз - Риз бупаготе) — частичную фенокопию синдрома Марфана. Однако 
фенокопия эта неполная — имеются и другие симптомы: широко посаженные 
глаза, узкая грудная клетка, полупрозрачная, бархатистая и тонкая кожа, изви- 
тая аорта (вероятна смерть от разрыва аневризмы), а вот смещения хрустали- 
ка не встречается. Большинство мутаций связано с заменой аминокислотного 
остатка внутри или около серин-треонин киназного домена рецептора, одна 
из описанных мутаций нарушает сайт сплайсинга, что приводит к вставке 
10 аминокислотных остатков. Мутации по ТСЕВЕ2 приводят к более серьез- 
ным последствиям, чем по ТСЕВК1. Любопытно, что мутантный рецептор 
не способен передавать сигнал от ТСЕВ, однако клетки демонстрируют от- 
вет на данный фактор роста, причем измерения однозначно свидетельствуют 
о парадоксальной избыточности сигнала от этого фактора, в результате имеет 
место некая гиперкомпенсация отсутствующего пути передачи сигнала. 

Значение только что употребленного термина фенокопия понятно из его 
этимологии — тот же самый или сходный фенотин, вызыванный другим фак- 
тором, мутацией в другом локусе, введением вещества или определенными 
условиями развития. В случае мутации в другом локусе мы можем говорить 
о комплементарных генах, так как нормальный фенотип развивается лишь 
в присутствии нормальных аллелей в обоих локусах. Кстати, в случае как син- 
дрома Марфана, так и синдрома Лойеса - Дица мутации имеют дефектный мо- 
лекулярный продукт, однако ослабление их молекулярной функции приводит 
к избытку другой функции, а именно сигнала от ТОЕВ. Уменьшение количе- 
ства нормального фибриллина-1 приводит к избытку несвязанного фактора 
роста, мутация по рецептору к этому фактору приводит к парадоксальному 
усилению идущего от него сигнала. 

Синдром Марфана в мягкой форме подозревается у многих выдающихся 
исторических персонажей: у фараона Эхнатона (рис. 8.5', а), композитора Сер- 
гея Рахманинова (рис. 8.5, в), детского писателя Ханса Кристиана Андерсена 
(рис. 8.5, г), президента США Авраама Линкольна (хотя есть мнение, что он был 
носителем другого наследственного синдрома) (рис. 8.5, 6), детского писателя 
Корнея Чуковского (рис. 8.5, е), генерала Шарля де Голля (рис. 8.5, г) и академика 
Михаила Алексеевича Лаврентьева. В облике этих людей действительно доволь- 
но много общего, и вместе с влиянием на кровеносную систему и зрение это 
общее составляет еще одно плейотропное действие мутаций по гену ЕВМ1. 

Отечественный генетик В.П. Эфроимсон, всю свою жизнь посвятивший 


‘гамареа.ого. 
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Рис. 8.5. Предполагаемые носители умеренного проявления синдрома Марфана: 


а — Эхнатон; 6 — Авраам Линкольн; в — Сергей Рахманинов; г — Ганс Кристиан 
Андерсен; д — Шарль де Голль; е — Корней Чуковский; и ж — И.А. С. 


проблеме «генетика гениальности», утверждал, что у носителей синдрома Мар- 
фана в крови конститутивно повышен титр адреналина. Благодаря этому такие 
люди имеют повышенный физически и психический статус, во всех отношениях 
очень активны, обычно отличаются физической силой и высоким интеллектом, 
часто талантливы. И действительно, если в дело вовлечен фактор роста, который 
«в каждой бочке затычка», нельзя исключить и такой эффект. Однако найти каких- 
то серьезных научных источников подобной информации не удается. В Интернете 
запрос на «адреналин» и «синдром Марфана» дает очень много результатов, но 
только на русском языке и только со ссылкой на Эфроимсона. Не исключено, что 
это всего лишь его смелая гипотеза, которая уже превратилась в научный миф". 


"Заметим, что слишком сильное выражение синдрома приводит к умственной 
отсталости. 
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ГААВА 9 


НАСАЕАОВАНИЕ, СЦЕПАЕННОЕ С ПОЛОМ 


9.1. Половые хромосомы 


Когда мы с вами скрещивали гетерозиготу с гомозиготой по рецессивному 
аллелю, т. е. проводили анализирующее скрещивание, то у нас получалось расще- 
пление 1 : 1. Если ничто не влияет на жизнеспособность гамет, это соотношение 
выполняется с достаточной точностью. Хотелось бы напомнить еще одну очень 
хорошо всем известную ситуацию, в которой наблюдается генетическое расще- 
пление потомства в отношении 1 : 1, выполняющееся с удивительной точностью. 
Это расщепление по полу. Между приведенными двумя случаями существует пол- 
ная аналогии. Все мужчины всегда гетерозиготны, а женщины гомозиготны, при- 
чем по целой хромосоме”. Среди 23 пар гомологичных хромосом одна является 
парой половых хромосом (хромосомы всех остальных пар называются аутосома- 
ми). У всех женщин эта пара представлена одинаковыми гомологичными хромо- 
сомами, называемыми Х-хромосомами. У мужчин эта пара гомологов неравная, 
и гомология между ними сводится к весьма небольшим участкам. Одна из них 
представлена такой же Х-хромосомой, как и у женщин, другая является так назы- 
ваемой У-хромосомой, которая гораздо меньше. На рис. 9.1", а приведен кариотип 
человека, как он виден под микроскопом, а на рис. 9.1, 6 — в «систематизирован- 
ном» виде. 

На этом рисунке черточки указывают на центромеру. Видно, что 
У-хромосома меньше по размеру и акроцентрическая — одно из плеч у нее 
очень короткое. Кроме того, можно заметить, что рисунок дифференциаль- 
ного окрашивания у нее ничем не напоминает таковой Х-хромосомы, даже 
в прицентромерной части последней. 

Гомозигот по У-хромосоме не бывает, так как два ее носителя — оба 
мужчины — не в состоянии скреститься друг с другом; и даже если бы 


"Забегая вперед, отметим, что у человека пол, вернее, развитие в направлении того 
или иного пола, определяется единственным геном, по которому мужчины гемизиготны, 
ау женщин этого гена нет вообще; но если принципиальное отсутствие рассматривать как 
нуль-аллель, то мужчины гетерозиготны, а женщины гомозиготны. 

"асшу.сШиопсс.запу.еаи, газб Ко к.ги и здепсезси6Ые.Бюззро(.сопа 
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были в состоянии, то такая гомозигота была бы лишена множества жизнен- 
но необходимых генов, присутствующих в Х-хромосоме и отсутствующих 
в У-хромосоме. Две женщины также не в состоянии скреститься, но они (бу- 
дучи гомозиготами по Х-хромосоме) образуются за счет того, что у мужчин 
половина гамет (сперматозоидов) несет Х-хромосому, которая встречает- 
ся с несущей Х-хромосому гаметой (яйцеклеткой), образуемой женщиной 
(а женщины, как гомозиготы, не образуют других вариантов гамет). Дру- 
гая половина сперматозоидов несет У-хромосому и, объединяясь с несущей 
Х-хромосому яйцеклеткой, дает мужское потомство. Таким образом, «скре- 
щивание» между мужчинами и женщинами всегда анализирующее и всегда 
дает расщепление по фенотипу «пол» 1 : 1. 


19 20 21 22 Хх № 6 
Рис. 9.1. Кариотип человека: а — метафазная пластинка митоза; 
6 — метафазные хромосомы, подвергнутые дифференциальному 
окрашиванию (пронумерованы) 


В экспериментах с небольшой карповой рыбкой медаки японский ученый 
Ямамото смог расширить это пространство возможностей. Посредством обра- 
ботки икры половыми гормонами на ранних стадиях развития эмбрионов ему 
удалось сменить пол рыб на противоположный: обработка метилтестостеро- 
ном самок превратила их в самцов, обработка эстроном самцов превратила их 
в самок. Если икра нормальных самок оплодотворялась молоками самцов — 
генетических самок, то в потомстве получались только самки. Если, наоборот, 
икра самок — генетических самцов оплодотворялась молоками нормальных 
самцов, то реализовывалась ситуация дигибридного скрещивания, и соотно- 
шение самцов к самкам приближалась 3 : 1 (у этого вида носители кариотипа 
УУ также развиваются в самцов). 

Пол, имеющий одинаковые половые хромосомы (в данном случае жен- 
ские), называется гомогаметным полом (поскольку он производит идентич- 
ные в отношении половых хромосом гаметы); пол, имеющий разные половые 
хромосомы, называется гетерогаметным. 
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Неравная пара половых хромосом Х и У, при гомогаметном женском поле 
и гетерогаметном мужском, имеется и у дрозофилы. На рис. 9.2` приведен ка- 
риотип дрозофилы, как его можно наблюдать в метафазе митоза. Слева показан 
кариотип самца, справа — самки. Слева мы видим четыре примерно одинако- 
вые хромосомы: две очень мелкие (заметим, что одинаковые хромосомы рас- 
положены в сближенных парах) и две, которые расположены в правом нижнем 
углу, уникальны и не имеют пары. Можно сделать вывод, что это и есть половые 
хросомомы. На одну из них похожа пара одинаковых хромосом, расположенных 
на правой фотографии (у самки) в правом же нижнем углу. Это Х-хромосомы. 
Мы можем предположить, что У-хромосома акроцентрическая, поэтому мы 
видим две хроматиды, представленные одним плечом каждая и соединенные 
за центромеру, а Х-хромосома субметацентрическая, причем сестринские хро- 
матиды более короткого плеча выглядит наложившимися друг на друга. И мы 
окажемся совершенно неправы в случае У-хромосомы, которая у дрозофилы 
метацентрическая! Однако она представлена в основном прицентромерным 
гетерохроматином, который у сестринских хроматид остается соединенными 
когезинами в метафазе, как и центромеры, также представленные гетерохрома- 
тином. Поэтомуу У-хромосомы видны не одно, а два плеча, и не одна, а две скле- 
енные хроматиды. Можно заметить, что эта хромосома действительно выглядит 
толще. Таким же свойством — сохранением соединения сестринских хроматид 
в метафазе — отличается и короткое плечо Х-хромосомы. Две большие аутосо- 
мы метацентрические и неотличимы друг от друга, хромосома 4 очень мала. 


Рис. 9.2. Митотический кариотип самца (а) и самки (6) 
ДтозорйЙа теаповаяет 


“соттопзмШаре@а.оге 
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Нарис. 9.3" показан карио- 
5$} пазис бшотозотез а тип самца, но уже наблюдаемый 


Фе зале се 


наполитенных хромосомах кле- 
ток слюнных желез. Ядра кле- 
ток слюнных желез пребывают 
в интерфазе, поэтому явление 
политении позволяет увидеть, 
что делается в интерфазе с хро- 
мосомами дрозофилы. Видно, 
что все хромосомы соединя- 
ются в центромерном районе 
в единый хромоцентр. Видна 
каждая хромосома в единствен- 
ном числе, поскольку у двукры- 
лых гомологи остаются спарен- 
ными и в интерфазном ядре. 
Рис. 9.3. Политенные хромосомы слюнных желез По той же причине мы видим, 


личинки самца дрозофилы. Вверху слева для что Х-хромосома несколько 
сравнения показан митотический кариотип тоньше прочих, поскольку она 
в масштабе представлена единственной 


хроматидой, а не двумя. И мы 
не видим короткое плечо Х-хромосомы и У-хромосомы. Почему так происхо- 
дит? Дело в том, что, будучи представлены гетерохроматином, практически не 
имеющим генов, в политенных хромосомах эти плечо и хромосома остаются не- 
дореплицированными и скрываются где-то в районе хромоцентра. Как видим, 
у дрозофилы У-хромосома не меньше, а даже больше Х-хромосомы, но отли- 
чается «нехорошим поведением», связанным с тем, что она (как и у человека) 
практически пуста в генетическом отношении. 

Рассмотренный нами на примере человека и дрозофилы вариант хромосом- 
ного определения пола весьма распространен, хотя лежащие за ним молекулярные 
механизмы поразительно отличаются. Эти и другие механизмы определения пола 
мы рассмотрим детально в гл. 10-11. Сейчас же отметим, что у таких довольно 
популярных и летучих объектов из числа позвоночных и насекомых, как птицы 
и чешуекрылые, ситуация зеркально противположна — гомогаметным является 
мужской пол, гетерогаметным — женский. В этом случае специфическую самочью 
хромосому принято обозначать буквой \\, а другую половую хромосому, имею- 
щуюся в двух копиях у самцов и в одной у самок, — буквой 7. Некоторым ученым 
такой разнобой в обозначениях ожидаемо не нравится, и они предпочитают и в 
этом случае обозначать эти хромосомы соответственно буквами У иХ. 


^ паз. асзЕеди 
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Рассмотрим основные особенности, привносимые в наследование фено- 
меном половых хромосом, поскольку они важны и сами по себе (в половых 
хромосомах содержится много важных генов), и для понимания самих меха- 
низмов определения пола. 


9.2. Наследование, сцепленное с полом 


Х-хромосома человека содержит в 20 раз больше генов, чем У-хромосома. 
В результате аллели большинства локусов Х-хромосомы у самцов (мужчин) 
находятся в гемизиготе, т. е. в единственной копии, не имеющей своей визави, 
ау самок (женщин) имеется по два аллеля, полученных от отца и от матери, 
которые могут оказаться в гомозиготе и гетерозиготе. Это приводит к опреде- 
ленным особенностям наследования признаков, определяемых генами, кото- 
рые расположены в половых хромосомах. Иногда их называют перекрестным 
наследованием, или крисс-кросс-наследованием. 

Проще всего по традиции рассмотреть это явление на примере дрозо- 
филы. Система хромосомного определения пола у нее та же, что и у человека 
(за исключением того, что цитологически У-хромосома не меньше, а больше 
Х-хромосомы, но она также несет мало генов), хотя молекулярный механизм 
его определения совсем другой. 

Для того, чтобы ознакомиться с наследованием, сцепленным с полом, 
рассмотрим канонический пример — наследование окраски глаз. Глаза у дро- 
зофилы в норме красные, красный цвет может быть разных оттенков, что 
определяется многими генами, но есть один ген, обозначаемый у (от йе) 
и локализующийся в Х-хромосоме. Он кодирует белок, транспортирующий 
пигмент в клетки глаза, потеря функции которого приводит к тому, что глаза 
становятся неокрашенными, т. е. белыми. Аллель, неспособный производить 
нормальный белок, обозначается у, нормальный аллель — и". 

Если самец имеет красные глаза, то из наших знаний о природе гена и и его 
локализации на Х-хромосоме мы заключаем, что он гемизиготен по нормаль- 
ному (функциональному) аллелю и’. Пусть у нас есть белоглазые самки. Если 
данный фенотип вызван аллелем т (а есть и другие гены с таким эффектом), 
то эти самки должны быть гомозиготны по аномальному (мутантному) аллелю 
у’. Скрестим красноглазых самцов с белоглазыми самками. Самки производят 
одинаковые яйцеклетки, несущие аллель у. Сперматозоиды же самцов несут 
либо У-хромосому, на которой нет аллелей нашего гена, либо Х-хромосому, не- 
сущую аллель и”. Сливаясь с яйцеклетками, сперматозоиды первого типа дадут 
самцов, гемизиготных по аллелю у’, так как единственная их Х-хромосома по- 
лучена от матери. Не имея ни одного функционального аллеля рассматриваемо- 
го гена, все эти самцы будут белоглазыми. Сперматозоиды второго типа будут 
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давать гетерозиготных самок и” у с красными глазами. Итак, мы взяли белогла- 
зых самок и красноглазых самцов, а получили красноглазых самок и белоглазых 
самцов — оба пола поменялись цветом глаз. Такие случаи и привели к понятию 
«перекрестное (с115$-сго$$) наследование». Но это лишь метафора, описывающая 
именно такую ситуацию — скрещивание самок, гомозиготных по рецессивному 
аллелю, с самцами, гемизиготными по доминантному аллелю. 

Теперь скрестим гибридных самцов и самок первого поколения друг 
с другом. Все наши самки являются гетерозиготами у" у и, соответственно, 
производят яйцеклетки двух типов, несущие один из аллелей. Самцы также 
производят сперматозоиды двух типов, несущие либо Х-хромосому с аллелем 
у’, от которых родятся самки, либо У-хромосому, от которых родятся самцы. 
Поскольку самцы лишены нормального аллеля и” и не передают его потом- 
ству, цвет глаз потомства никак не зависит от отца и целиком определяется 
аллелем, полученным от матери. Таким образом, мы имеем аналог анализиру- 
ющего скрещивания, и во втором поколении гибридов получаем соотношение 
красноглазых и белоглазых мух 1 : 1 независимо от пола. 

Теперь скрестим гибридных белоглазых самцов, гемизиготных по аллелю 
м’, с красноглазыми самками с генотипом и" и’, гомозиготными по нормально- 
му аллелю. Наши самки производят одинаковые яйцеклетки, несущие аллель 
и’. Сперматозоиды же самцов несут либо У-хромосому, на которой нет аллелей 
нашего гена, либо Х-хромосому, несущую аллель ›. Сливаясь с яйцеклетками, 
сперматозоиды первого типа дадут самцов, гемизиготных по аллелю и”, так 
как единственная их Х-хромосома получена от матери. Сперматозоиды второ- 
го типа будут давать гетерозиготных самок и" . Нетрудно понять, что все эти 
гибридные мухи первого поколения (Е‚) будут красноглазыми, так как имеют 
как минимум один функциональный аллель локуса у. В этом случае цвет глаз 
поменял мужской пол — все родительские самцы были белоглазыми, все самцы 
первого поколения гибридов — красноглазыми. Однако цвет глаз женского пола 
остался прежним. Давайте теперь скрестим самцов и самок первого поколения 
друг с другом. Поскольку все дочери всегда получают одну Х-хромосому от отца, 
ав нашем случае она несет аллель и”, то все они будут красноглазыми (а их гено- 
типы будут представлены двумя классами — и* тии” и* в соотношении 1 : 1). 
Сыновья получают от отца У-хромосому, но ни одного аллеля нашего локуса %.. 
Таким образом, их цвет глаз целиком определяется аллелем, полученным от ма- 
тери. Все матери первого поколения гибридов являются гетерозиготами \* и, 
производят поровну гаметы, несущие аллели и’ и и, и таковы же будут геноти- 
пы и их соотношение у сыновей. В результате в данной ситуации самцы второго 
поколения будут и красноглазыми, и белоглазыми в равных долях. 

Совпадение наследования половых хромосом и признаков, сцепленных 
с полом, в свое время было важным аргументом в пользу хромосомной теории 
наследственности, утверждавшей, что гены находятся в хромосомах. 
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9.3. Примеры наследственных аномалий человека, 
связанных с локусами Х-хромосомы 


Наследование генов, находящиеся в половой Х-хромосоме, у людей, есте- 
ственно, ничем не отличается от находящихся в половых хромосомах генов 
дрозофилы. Таков, например, ген, рецессивный (мутантный) аллель которо- 
го определяет дальтонизм (дефект цветового зрения). Примерно 6-8 % муж- 
чин — дальтоники. 

На рис. 9.4’ изображен 
Петр Яковлевич Устюжа- 
нин — кандидат биологиче- 
ских наук, один из немногих 
специалистов в мире по си- 
стематике семейства пальце- 
крылок всей мировой фауны, 
педагог высшей категории, 
неоднократный чемпион 
страны по настольному тен- 
нису среди работников обра- 
зования. Он отличается очень 
низким ростом, так как у него 
недоразвиты позвоночные Рис. 9.4. Лепидоптеролог Петр Яковлевич 


диски. Его наследственный Устюжанин, носитель аморфной мутации 
синдром называется сцеплен- по гену ТКАРРС2 

ная с Х-хромосомой замедлен- 

ная спондилоэпифизарная дисплазия (Х-Моке@ броп4уоер!рБузеа! Рузр!аз1а 
Тагда). Синдром связан с находящимся в Х-хромосоме геном ТКАРРС., кото- 
рый кодирует вторую субъединицу комплексного белка траффикина, ответ- 
ственного за «нацеливание» и «прием» пузырьков, транспортирующих про- 
дукты ЭПР в комплекс Гольджи. 

В случае генов человека нас редко интересует вопрос, что будет, если скре- 
щивать такие-то и такие-то генотипы друг с другом, поскольку люди скрещива- 
ются друг с другом по своему усмотрению, а не по желанию экспериментатора. 
Генетика человека оперирует в основном родословными, которые «получаются 
сами собой», вернее их доступными фрагментами, в которых фенотип некото- 
рых фигурантов в отношении наследуемого признака известен. Анализ подоб- 
ных фрагментов требует особых статистических методов и больших вычисли- 
тельных мощностей. 
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Единственная ситуация, когда люди скрещиваются не по своему усмотре- 
нию, а по усмотрению своего рода «селекционера» — это королевские фами- 
лии. Все королевские фамилии в Европе, по сути, представляют собой одну 
очень маленькую популяцию. Раз попавигий в нее вредный аллель «всплывает» 
снова и снова. На рис. 9.5` представлена родословная королевы Виктории (пол- 
ное имя — Александрина Виктория), оказавшейся гетерозиготой по располо- 
женному в Х-хромосоме рецессивному аллелю, вызывающему гемофилию, что 
следует из родословной ее потомков. В родословных традиционно квадратами 
обозначаются мужчины, кругами — женщины. Темный цвет в данном случае 
обозначает гемофилию — носительство, когда закрашена половина фигуры, 
и болезнь, когда она закрашена вся. Поскольку в родословной самой королевы 
Виктории гемофилии не зарегистрировано, считается, что мутация произошла 
4е поуо лично у нее, вернее, у одной из гамет, сформировавших ее как зиготу. 

По иронии судьбы, сама Виктория как раз была весьма озабочена вопро- 
сом оздоровления королевской крови. Вот что она писала в своем письме к до- 
чери Вики: 

«Г 40 и5й опе сошА рпа зоте тоте ШасК еуеа Ритсез ап4 Рипсеззез ют оит 
сиИатеи! 1 сап’! пер итК ие йаЕ 4еат Рара 54 — паё й таз т }дасЕ тйеп ете таз 
5оте Ще птрегесНоп т Ше риге Коуа! Чезсеп! 1йаЕ зоте резй Боой ма5 тризе4... 
Рог ШаЕ сопяатЕ дай’ паи ап4 Бше еуеб5 таке; Ше Шоо4 50 [утрйанс... И 15 по аз 
иа[ а; уои тау Ниик, ют аат!ия Рара—офеп »ИЙ уейетеисе зай: “Ме тизЕ пауе 
5оте топе Ыоо4”». 

(«Я бы очень хотела, чтобы кто-нибудь смог найти больше черноглазых 
Приниев и Принцесс для наших детей! Я не могу не думать о том, что сказал наш 
дорогой Папа — что небольшой приток свежей крови таки случался, когда было 
небольшое несовершенство в чистом Королевском наследовании. Потому что эти 
неизменные светлые волосы и голубые глаза делают кровь такой лимфатичной... 
Это не так просто, как ты могла бы подумать, потому что наш дорогой Папа 
часто с горячностью говорил: “Мы должны получить немного сильной крови”».) 

В Х-хромосоме имеются два гена, ЁЕ8 и Е9, мутации в которых приводят 
кгемофилиям А (отсутствие или недостаток фактора свертывания крови УГ) 
с популяционной частотой 1:5000 (0,02 %) и В (отсутствие фактора свертыва- 
ния [Х), частота которой в пять раз меньше. Эти гены сцеплены, но нетактесно 
(дистанция между ними составляет 35 сМ, впоследствии мы рассмотрим, что 
это значит). Выявлено множество мутаций по этим генам, около трети из них 
(около 33 % гемофилии А и 30 % гемофилии В) считаются возникшими 4е поуо 
у их носителей. 

Королевскую мутацию идентифицировали в 2009 г. Международная груп- 
па ученых секвенировала остатки ДНК из костных останков Романовых (жи- 


`ги-Б1югу.Пуе)оигпа[.сота 


9.3. Примеры наследственных аномалий человека... 235 


р ри 
ош Г |--С ныыыь 
(76-1 820) (17551351) 


ше 
Я 
т 


ЕО я ПТОоОоО 1 <) | 


Е мы ке [| помеоНее дне Нав ме лы аа Наву везисе | Нему 


икои Ф<хФ и «Шо ГТГ 


Уват Зори ое бе у кое | ному  Рюа ды |М®ЗИ нее Ане ‘оноозии | кодзые 1еераа — Мывее 
= бы < Зрую. 


НПООНЕ [1 ШОООО ГС) Г] © С) ГНО 
рее а = | 


Нем Тао Мы Аьйь Ахе 159. Му Рура А 
т. о 


НОО ОНО 
Риисе" би : 
"Ме Ебозьеь 0] нормальный мужчина м 
О нормальная женщина ® ® ©. ® 
Рааккее РИМЕ Ре Риме мужчина-гемофилик 
м ыы Ш ыы 
Ф женщина-носитель 


мальчик умер во младенчестве, 
= возможный носитель 


Рис. 9.5. Фрагмент родословной королевских фамилий Европы с указанием 


на женщин-носителей «королевской» гемофилии и страдавших от нее мужчин 


вых носителей этой мутации в мире не осталось). Ученые обнаружили мута- 
цию в гене Р, в гетерозиготе у императриц Александры и, предположительно, 
цесаревны Анастасии, и в гемизиготе у цесаревича Алексея. Это оказалась за- 
мена А на С в интроне, в трех парах оснований до начала экзона 4, которая 
создает новый акцепторный сайт сплайсинга всего в двух нуклеотидах от нор- 
мального, что приводит к сдвигу рамки считывания и скорой нонсенс-мута- 
ции. На рис. 9.6 ` показана нуклеотидная замена, индуцированный ей аномаль- 
ный сплайсинг и бессмысленный пептид, который транслировался бы с такой 
процессированной мРНК (если бы не ММО)”. 

Может создаться впечатление, что от наследственных синдромов, связан- 
ных с генами Х-хромосомы, страдают почти исключительно мужчины. Но это 
не так. Просто по частоте встречаемости этих синдромов у мужчин действи- 
тельно многократно превосходит таковую у женщин. С чем это связано? Обо- 
значим как р частоту встречаемости в популяции мутантного аллеля, вызы- 
вающего в гомозиготе или гемизиготе дальтонизм. С какой частотой будут 
рождаться девочки-дальтоники? Дальтонизм вызывает гомозиготное состоя- 


`Вораеу её а|. Зчепсе. 2009. \Уо1. 326. Р. 817. 

” Существует и аутосомная (хромосома 4) гемофилия С — дефектный фактор кро- 
ви ХТ. Она отличается мягким проявлением симптомов, без кровотечения в суставах, 
но вызывает проблемные менструации у женщин. Как и всегда в случае тщательно ис- 
следованных синдромов человека, выявлено очень много (около 200) мутаций, приво- 
дящих к гемофилии С, для которых характерно неполное доминирование. Среди них 
есть точковые мутации, дупликации, делеции и мутации по сайтам сплайсинга. 
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Рис. 9.6. Нормальная последовательности участка гена Е, человека (\\ — А 

(уре) и мутантная (па) последовательность, в которой замена А > С сдвигает 
акцепторный сайт сплайсинга на два нуклеотида левее; показан также пептид, 
который транслировался бы с такой процессированной, мРНК. Слева — фрагмент 
родословной от королевы Виктории до Анастасии и Алексея, а под ним — показания 
датчиков флюоресценции, расположенных в капиллярах хроматографического 
анализатора продуктов секвенирующей реакции, где в соответствующей позиции 
видны наложенные пики флюоресценции меченых аденина и гуанина при сиквенсе 
ДНК, выделенной из костей Анастасии, и одиночный пик гуанина при сиквенсе ДНК, 
выделенной из костей Алексея 


ние по мутантному аллелю. Вероятность этого сложного события, т. е. выпа- 
дения мутантного аллеля дважды, для Х-хромосомы, полученной от матери, 
и Х-хромосомы, полученной от отца, естьрхр= р”. А мальчики? У них имеется 
единственная Х-хромосома, полученная от матери. И если эта хромосома несет 
мутантный аллель, то родится дальтоник. Таким образом, рождение мальчика- 
дальтоника — это простое случайное событие, а именно попадание в зиготу 
Х-хромосомы с мутантным аллелем от матери. Значит, мальчики-дальтоники 
будут рождаться с вероятностью р, равной частоте мутантного аллеля в по- 
пуляции. Поскольку р является частотой по определению меньшей единицы, 
величина р много больше р”, т. е. мальчики-дальтоники должны рождаться го- 
раздо чаще, чем девочки, что и имеет место в действительности. 

В связи с этим вспоминаются идеи, пропагандируемых отечественным 
генетиком Вигеном Артаваздовичем Геодакяном на тему, что природа-мать бе- 
режет де своих дочерей, но экспериментирует, тестируя аллели в гемизиготе 
на выживаемость, на сыновьях, которых и немного достаточно, чтобы обеспе- 
чить потомство в качестве производителей, тогда как каждая самка дорога — 
ведь ей предстоит если не воспитывать потомство, то образовывать богатые 
запасами яйцеклетки. Но эти идеи не следует переоценивать, поскольку ниже 
мы увидим, что у многих животных пол определяется противоположным об- 
разом, и именно самки имеют гемизиготные гены в целой хромосоме. У них 
все схемы наследования и частоты появления самцов и самок с мутантным фе- 
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нотипом в отношении генов, находящихся в половых хромосомах, остаются 
теми же самыми, но зеркальными в отношении самцов и самок. 

Известно такое заболевание, как подагра, проявляющееся в основном 
в опухании и воспалении сустава плюсны на ногах. Подагрики имеют повы- 
шенное содержание в организме мочевой кислоты — гиперурикимию, кри- 
сталлики которой откладываются в синовиальной жидкости и травмируют 
сустав. Частота гиперурикемии составляет 2-18%, однако подагра развивает- 
ся только у 0,15-0,3 % населения, и 95% подагриков — мужчины. При подагре 
выявляется недостаточность гипоксантингуанинфосфорибозилтрансферазы 
и гиперактивность 5-фосфорибозил-1-пирофосфатсинтетазы. Гены обоих 
ферментов находятся в Х-хромосоме. Однако наследование подагры много- 
факторное, присутствуют гены модификаторы, поэтому четкой картины на- 
следования, сцепленного с полом, по этому гену обычно не наблюдается. 

Такое явление, как обращение мужского пола в женский, тоже связа- 
но с локусом Х-хромосомы, хотя и не проявляет наследования, сцепленного 
с полом. Это синдром андрогенной нечувствительности, или тестикулярной 
феминизации (последнее название считается на Западе неполиткорректным). 
Он встречается с частотой 1 : 20 000 (0,005 %). Этот синдром связан с мутацией 
по гену АК эктодермального рецептора к андрогену, который кодирует транс- 
крипционный фактор, имеющий домен связывания с андрогеном, два домена 
«цинкового пальца», способными связываться с ДНК и друг другом, и домен, 
регулирующий транскрипцию. Что любопытно, этот рецептор локализуется 
не на мембране, а в цитоплазме. В отсутствие тестостерона рецептор связан 
с белками хит-шокового комплекса. После того, как он связывается с тесто- 
стероном, он освобождается от хитшоковых белков, при этом домены «цин- 
кового пальца» оказываются открытыми. Два таких комплекса димеризуются 
(за счет второго домена «цинкового пальца»), фосфорилируются и поступают 
в ядро, где связываются с промоторной областью тестостерон-зависимых ге- 
нов за счет первого домена «цинкового пальца». Эта мутация почти не имеет 
проявления у «настоящих» женщин — у гетерозигот наблюдается редуциро- 
ванное лобковое оволоснение и повышенная степень акне, тогда как гомозиго- 
ты невозможны по излагаемым ниже причинам. Описано около 100 мутаций, 
приводящих к данному синдрому, в основном это миссенс-мутации. Пример- 
но треть выявляемых мутаций возникла у носителей 4е пото. 

Чтобы понять, как действуют такие мутации у мужчин, где они нахо- 
дятся в гемизиготе, вспомним из физиологии человека, что тестостерон на- 
чинает вырабатываться семенниками на 7-й неделе жизни. В случае отсут- 
ствия функционального рецептора к андрогенам, кодируемого геном АК, 
помимо присутствия семенников вместо яичников, единственным прояв- 
лением мужского фенотипа будет отсутствие матки, поскольку в семенни- 
ках производится не только тестостерон (клетками Лейдига), но и антимюл- 
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леровский гормон (клетками Сертоли), который синтезируется на той же 
7-й неделе эмбрионального развития и подавляет развитие мюллеровского 
протока, дифференцирующегося в дальнейшем в матку. Но вторичные муж- 
ские признаки также не развиваются, в результате чего семенники остаются 
в брюшной полости. Во время полового созревания продукция тестостеро- 
на увеличивается. Часть его в ходе процесса ароматизации химически пре- 
вращается в эстрадиол — женский половой гормон, который обеспечивает 
нормальное развитие вторичных женских половых признаков. Молочные 
железы развиваются нормально или несколько гипертрофированы, тазовые 
кости развиваются по-женски, жировые отложения откладываются по жен- 
скому типу (равномерно, а не преимущественно на животе). Единственная 
заметная аномалия — лобковое и подмышечное оволоснение слабое или от- 
сутствует, поскольку его развитие даже у женщин индуцируется тестосте- 
роном, присутствующим в женском организме в некоторой концентрации 
в норме. Половое созревание носителей синдрома оказывается несколько 
отложенным, благодаря чему они оказываются выше ростом. Итак, что же 
получается в результате такой мутации? У женщин — ничего, впрочем, они 
могут быть только гетерозиготами, а гомозиготы невозможны по вполне по- 
нятным обстоятельствам. Из мужчин получаются высокие женщины с пре- 
красной фигурой, жизнь которых не отягчается циклом и связанным с ним 
периодическим изменением гормонального статуса. Правда, у них нет матки 
и яичников, а влагалище короткое и оканчивается слепо (существует даже 
операция по наращиванию его длины за счет куска прямой толстой кишки, 
что позволяет таким женщинам вести нормальную половую жизнь). Такие 
женщины оказываются идеальными моделями и до того, как было введено 
подобное тестирование, часто находили себя в большом спорте. В некото- 
ром смысле они представляют собой «идеальное человеческое существо», не 
отягченное возможностью размножаться. Кстати, их семенники нормальны, 
но не производят сперматозоидов, вследствие того что находятся в брюшной 
полости при температуре тела, а не в мошонке, где в норме температура по- 
нижена. 

На рис. 9.7` изображена группа таких женщин — генетически мужчин — 
носителей синдрома нечувствительности к андрогенам. Права всех изобра- 
женных на рисунке лиц на медицинскую тайну не нарушены, поскольку это 
как раз те женщины, которые борются за общественную толерантность и рав- 
ноправие и открыто признают свой генотип. 

Известны и более мягкие, гипоморфные мутации по гену АК, у носите- 
лей которых — генетически мужчин — развиваются промежуточные половые 
признаки. 
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Рис. 9.7. Женщины — генетически мужчины — носители синдрома 


нечувствительности к андрогенам 


В данном случае любопытно, что сцепление с полом обнаруживает мута- 
ция, влияющая на половые признаки. Обратим внимание, что локус АБ, в нор- 
ме ответственный за мужские признаки, находится в ТОЙ хромосоме, которая 
присутствует в двух копиях у женщин. Это чистая случайность — локус мог 
бы находиться в любой хромосоме. Он не определяет пол, не запускает каска- 
да регуляторных сигналов, его определяющих, а лишь обеспечивает один сег- 
мент этого каскада. Если бы мы изобразили мужской вариант этого каскада 
стрелочками прямо на кариотипе человека, то увидели бы, что он начинается 
с одного ключевого гена на У-хромосоме, недолго перемещается по аутосомам, 
приходит на Х-хромосому и потом снова блуждает по аутосомам. 


9.4. Генетическое содержание 
половой хромосомы гетерогаметного пола 


Генетическое содержание У-хромосомычеловеканевелико — 134гена (про- 
тив 1500 в Х-хромосоме). Около 5 % в прителомерных районах У-хромосомы 
имеет гомологию с Х-хромосомой, и там располагается 56 так называемых 
псевдоаутосомных локусов, имеющих гомологов в Х-хромосоме. Их наследо- 
вание совершенно Менделево, ничем не отличается от такового «обычных» ге- 
нов, расположенных на аутосомах, т. е. в отношении псевдоаутосомных локу- 
сов половые хромосомы ведут себя как аутосомы. Псевдоаутосомные локусы 
находятся в двух блоках, расположенных по концам У-хромосомы, по всей ви- 
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димости, для обеспечения ее нормального спаривания с Х-хромосомой. Они 
называются Реийо аиюзота! тебтопз 1 и 2 и обозначаются РАК1 и РАЕ2 соот- 
ветственно. Длина первого составляет 2,7 МЬ, длина второго — 0,33 МБ. Как 
мы помним, для правильного расхождения в мейозе необходимы, в частности, 
хиазмы. Поэтому неудивительно будет узнать, что РАК] имеет самый высокий 
уровень рекомбинации в человеческом геноме, РАК2 — слегка повышенный. 
В среднем происходит один кроссоверный обмен между псевдоаутосомными 
локусами Х- и У-хромосомы за поколение. 

Среди псевдоаутосомных генов известен один, имеющий хорошо замет- 
ный фенотип, он называется 5йотЕ 5ите потеобох ($НОХ). Слово «Нотеорох» 
указывает на наличие в его продукте гомеобокса — белкового домена, ответ- 
ственного за связывание с ДНК и присутствующего у многих генов регуляции 
раннего онтогенеза у всех эукариот. Продукт этого гена вовлечен в инициацию 
и созревание хондроцитов. Мутации по нему проявляют неполное доминиро- 
вание. Потеря функции одним из его аллелей, т.е. аморфная мутация по этому 
гену в гетерозиготе приводит к укороченному телосложению. 

Остальные 78 функциональных генов У-хромосомы человека находят- 
ся в гемизиготе у мужчин и вообще отсутствуют у женщин. Из этих генов 
18 уникальны, а остальные 60 представляют повторенные копии девяти раз- 
ных генов (от 2 до 35 копий каждого). Всего специфический мужской район 
У-хромосомы кодирует 27 разных белков. Также имеется ровно столько же, 
78, транскрипционных единиц, экспрессия которых не доказана. Они явля- 
ются множественными копиями 15 различных генов. Среди заведомо белок- 
кодирующих генов 16 уникальных генов имеют ортологов в Х-хромосоме, но 
существенно от них дивергировали, т. е. оба ортолога происходят от той пары 
аутосом, от которой произошли половые хромосомы. Два уникальных гена 
перенесены из Х-хромосомы в У-хромосому позже посредством мобильных 
элементов. Повторенные гены имеют разные источники, в частности многие 
из них явно происходят из аутосомных генов. При этом все они экспресси- 
руются исключительно в семенниках, являясь факторами, небходимыми для 
мужской фертильности. 

Важнейшим геном У-хромосомы является ген $гу (5ех-4еттйиив тейоп), 
который как раз и направляет развитие по мужскому пути, т. е. осуществляет 
определение пола. 

Некогда сообщалось о сцепленном с У-хромосомой наследовании у людей 
перепонки межу пальцами ног и обильного оволоснения на ушах (в качестве 
разных казусов, а не единого синдрома). Фрагмент родословной с проявлени- 
ем первого признака был включен даже в один учебник генетики. Однако это 
оказалось научными мифами — генетической содержание У-хромосомы сей- 
час известно доподлинно и генов, ответственных за упомянутые признаки, 
там нет. 
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У дрозофилы примером псевдоаутосомного локуса является локус ВВ 
(БоББеа). Этот локус весьма важен и представляет собой не что иное, как 
ядрышковый организатор — кластер тандемных повторов, кодирующих рибо- 
сомальную РНК. Любопытно, какое забавное у такого важного локуса может 
быть фенотипическое проявление. Как кластер тандемных повторов, данный 
локус может различаться по копийности — числу таких повторов. Если это 
количество значительно сокращено, образующеся рРНК достаточно для жиз- 
ни, и мухи выглядят нормальными, но имеют как бы подстриженные щетинки 
(откуда и название локуса). Генетики были немало удивлены, когда обнаружи- 
ли, что такая мутация [217 связана с половыми хромосомами, но не проявляет 


сцепленного с полом наследования. 

В мужской У-хромосоме расположен ген, определяющий появление чер- 
ного пятна на спинном плавнике у гуппи. Но у этих рыб половые хромосома 
недавно произошли от аутосом, и У-хромосома еще не потеряла большинства 
генов, поэтому наличие в ней «осмысленных» генов неудивительно. 


а ХА 


Рис. 9.8. РарШо Чаисиз: а — самец; 6 — нормальная самка; в — самка Е. шега 


Среди организмов с гетерогаметным женским полом случай существо- 
вания фенотипа, сцепленного с М/-хромосомой, известен у американского 
парусника РарИо &аиси$. Его самцы напоминают нашего махаона — желтые 
с черными полосками (рис. 9.8, а). Нормальные самки выглядят очень похоже 
(рис. 9.8, 6), но встречается также и черная форма самок — Е. ета (рис. 9.8, в). 
Она определяется геном, расположенном в \\/-хромосоме. 


9.5. Нерасхождение половых хромосом у дрозофилы 


В 1921 г. Кальвин Блэкманн Бриджес, член коллектива под руководством 
Томаса Моргана, столкнулся с парадоксальным феноменом. При скрещивании 
самок дрозофил, гомозиготных по аллелю у (т. е. с генотипом ии), с самца- 
ми, гемизиготными по аллелю и”, т. е. в ситуации, в которой ожидается крисс- 
кросс наследование, среди ожидаемых потомков, а именно самцов с феноти- 
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пом у и самок с фенотипом \*, обнаружились также самцы с фенотипом \* 
и самки с фенотипом \, т.е. особи, воспроизводящие фенотипы родителей. 
Частота таких аномальных потомков составляла около 0,1 %. Кроме всего про- 
чего, аномальные самцы оказались стерильными. 

Белоглазые самки ДОЛЖНЫ были в качестве самок иметь две Х-хромосомы, 
но обеони могли происходить только от матери, так как несли аллель ч/. Красно- 
глазые самцы должны были иметь одну Х-хромосому, причем несущую аллель 
и’, т.е. унаследованную от отца, хотя от отца самцы должны получать из поло- 
вых хромосом только У-хромосому. Бриджес догадался, что такой результат по- 
лучится, если у самки в первом делении мейоза обе гомологичные Х-хромосомы 
не разделятся как положено, а вместе отойдут В яйцеклетку или полярное тель- 
це — произойдет нерасхождение хромосом. В результате, наряду с нормальными 
яйцеклетками, Появятся яйцеклетки с обоими гомологичными Х-хромосомами, 
имевшимися у матери, а также яйцеклетки вообще без Х-хромосом. Чтобы по- 
нять, какие при этом могут появиться зиготы, нарисуем табличку. 


Гаметы самца 

Хх У 

и - 
Хх хх ХУ 

и ии и 

Гаметы хх ххх ХХУ 

самки ии ИМИ ИИ 
хо У0 

_ а _ 


Наряду с обычными, мы видим зиготы с очень странными кариотипами в от- 
ношении половых хромосом: ХХХ, ХХУ, Х иу (последние принято записывать 
ХО и УО0). Мы заранее не знаем, жизнеспособны ли они, и если да, то какого они 
могут быть пола. Однако отметим, что зигота с кариотипом ХХХ получает одну 
Х-хромосому от отца, значит, она должна нести аллель и”, и такая муха должна 
быть с красными глазами. Вряд ли муха с тремя Х и без единой У-хромосомы ока- 
жется самцом, следовательно, этот кариотип не поможет нам объяснить аномаль- 
ных мух. Зигота ХХУ получила обе Х-хромосомы от матери и должна иметь белые 
глаза. Зигота ХО получила единственную Х-хромосому от отца и должна иметь 
красные глаза. Если мы, вслед за Бриджесом, предположим, что пол определяется 
только количеством Х-хромосом и вообще не зависит от У-хромосом, то эти два 
класса зигот дадут нам искомых белоглазых самок и красноглазых самцов. 

Исследование кариотипов реальных исключительных мух полностью под- 
твердило предложенную гипотезу. Такое совпадение предсказания и реально- 
сти послужило еще более убедительным аргументом в пользу хромосомной те- 
ории наследственности. Заметим, что, хотя эти данные свидетельствуют о том, 
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что У-хромосома не содержит генов, определяющих мужской пол, она все же 
содержит какие-то гены, необходимые для его полноценного развития, так как 
самцы ХО стерильны. С другой стороны, безразличность большей части фено- 
типа к присутствию У-хромосомы означает, что последняя не особенно важ- 
на и, по-видимому, не несет много важных генов. Следовательно, мы можем 
с большой долей вероятности предположить, что зиготы У0 нежизнеспособны 
и соответствующие потомки не образуются. 

В дальнейшем были обнаружены и мухи с кариотипом ХХХ, кото- 
рых назвали суперсамками. Они наблюдаются с частотой примерно одна 
на 10 000 (0,01 %), т.е. гораздо меньшей, чем два других результата нерасхожде- 
ния хромосом, что означает, что их жизнеспособность весьма невелика. Такие 
мухи имеют неровные, выемчатые края крыльев и стерильны. 

В связи с обнаруженным нерасхождением половых хромосом любопыт- 
но было бы узнать, как ведут себя в первом делении мейоза три половые хро- 
мосомы ХХУ у самок. Как правило, Х-хромосомы конъюгируют друг с дру- 
гом и расходятся, а У-хромосома уже случайно попадает либо в яйцеклетку, 
либо в направительное тельце. Таким образом, у нас примерно с равной ча- 
стотой получаются гаметы Х и ХУ. При этом наследование, сцепленное с по- 
лом, не нарушается, но в половине случаев самцы и самки имеют лишнюю 
У-хромосому. Однако примерно в 8 % случаев коньюгация происходит между 
Х- и У-хромосомой, а вторая Х-хромосома распределяется случайно. Это явле- 
ние называется вторичным нерасхождением хромосом. В результате мы полу- 
чаем с равной частотой (около 2 %) гаметы ХХ, У, ХиХУ. Если это были те са- 
мые белоглазые самки с кариотипом, дополненным У-хромосомой, и мы снова 
скрещиваем их с нормальными красноглазыми самцами, то возникает много 
вариантов потомства, которые можно изобразить в следующей таблице. 


Гаметы самца 
х У 
и", 50 % —, 50% 
х хх ХУ 
и’, около ии, красноглазые самки, около у, белоглазые самцы, около 
48 % 24% 24% 
Э ХУ ХХУ ХУУ 
Е и’, около ии, красноглазые самки, около у’, белоглазые самцы, около 
ее 48 % 24% 
ь хх ХХУ 
28| ми, около | и’иу», красно /и’, белоглазые самки, около 
2% не выживают, около 1% 
У ХУ Ши 
—, около 2% | и", красноглазые самцы, около 1 % евыживают, окол 
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Общая вероятность образования аномальных женских гамет (две послед- 
ние строчки в таблице) составляет в сумме 4 %, т. е. половину случаев ано- 
мальной конъюгации, поскольку при случайном распределении Х-хромосомы 
в половине случаев образуются те же гаметы, что и при нормальной конъю- 
гации. В таблице приведены вероятности образования зигот определенного 
фенотипа. Чтобы превратить их в ожидаемые частоты мух жизнеспособных 
классов, необходимо отнормировать эти цифры, домножить их на 100/98. По- 
лучаем несколько классов мух, различающихся полом, цветом глаз и количе- 
ством У-хромосом. Последние можно сосчитать на цитологических препаратах. 
Рельные соотношения таких классов полностью соответствовали ожидаемым. 
Например, с точки зрения пола и цвета глаз по-прежнему аномальными будут 
красноглазые самцы и белоглазые самки — все они несут одну У-хромосому, 
т. е. в отличие от случая первичного нерасхождения хромосом, красноглазые 
самцы будут фертильны. 

Первичное нерасхождение половых хромосом бывает и у самцов дрозо- 
филы. При этом образуются гаметы ХУ и 0. При оплодотворении нормальных 
яйцеклеток (имеющих по одной Х-хромосоме) такими гаметами получаются 
самки ХХУ и самцы ХО, но аномалий в крисс-кросс наследовании цвета глаз 
при этом не получается — образующиеся самцы и самки имеют ожидаемые 
цвета глаз. 

Нерасхождение половых хромосом не есть феномен, свойственный толь- 
ко дрозофиле. Характерен он, в частности, и для человека, у которого имеет 
совсем другое фенотипическое проявление. Но прежде чем перейти к рассмо- 
трению этого феномена у человека, рассмотрим еще несколько феноменов, 
свойственных дрозофиле и в целом организмам, у которых генетическая про- 
грамма онтогенеза отличается значительной степенью автономности в инди- 
видуальных клетках. 


9.6. Сцепленные Х-хромосомы 


Уже в следующем, 1922 г., сам Т. Морган столкнулся с еще более стран- 
ным явлением. К тому времени была получена рецессивная мутация в локусе 
у (уеПом), находящемся в Х-хромосоме. Эта мутация в гомозиготе определяяет 
«желтую окраску» тела (т. е. отсутствие на теле черного меланинового рисун- 
ка). В одном из опытов Морган скрестил самок уу с нормальными самцами 
у*. Однако вместо ожидавшегося крисс-кросс наследования в потомстве все 
самки, подобно матерям, имели фенотип у, а все самцы — фенотип у*, подобно 
отцам. Эта картина воспроизводилась и в последующих поколениях. Морган 
предположил, что такое возможно, если допустить, что у данных самок нерас- 
хождение Х-хромосом стало облигатным, т. е. обе Х-хромосомы самок всегда 
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наследуются вместе как одно целое, иначе говоря, Х-хромосомы у них сцепле- 
ны. И действительно, в кариотипе таких самок вместо двух точечных хромо- 
сом 4, четырех метацентрических хромосом 2 и 3 и двух субакроцентрических 
Х-хромосом, наблюдались две точечные и пять метацентрических хромосомы. 
Морган сделал вывод, что две Х-хромосомы объединились своми центрамера- 
ми, а короткие (сейчас мы знаем, что они гетерохроматиновые) плечи потеря- 
лись, что и подтвердилось в дальнейшем. 

Данная линия со сцепленными Х-хромосомами, маркированными мута- 
цией у, оказалась прекрасным инструментом для исследования Х-хромосомы, 
и ее потомков до сих пор по всему миру можно найти в каждой лаборато- 
рии, занимающейся дрозофилой. По сути, она была первой генетической 
конструкцией — определенным карио- и генотипом, используемым для 
множества генетических экспериментов определенного класса. В качестве 
популярной генетической линии эта конструкция отличается от исходных 
мух, имевшихся у Моргана, лишь тем, что дополнена У-хромосомой, отходя- 
щей в мейозе к полюсу, противоположному тому, куда отошли сцепленные 
Х-хромосомы. Собственно, она приобрела У-хромосому уже после первого 
скрещивания, проведенного Морганом. 

Удобство линии со скрещенными Х-хромосомами состоит в том, что при 
любом скрещивании самцы наследуют только Х-хромосому отцов, а самки — 
только сцепленные Х-хромосомы матери. Таким образом, в ряду поколений 
после скрещивания мы имеем одну и ту же индивидуальную Х-хромосому, 
имевшуюся у самца из самого первого скрещивания, причем она всегда при- 
сутствует только у самцов и только в гемизиготе. Эта Х-хромосома никогда не 
рекомбинирует, поскольку может встретиться с другой Х-хромосомой только 
у суперсамок ХХХ, которые почти никогда не выживают и никогда не оставля- 
ют потомства. Это позволяет следить за индивидуальной Х-хромосомой в те- 
чение сколь угодно долгого времени, допустим, за накоплением ею возникаю- 
щих 4е поуо мутаций. Либо можно сравнивать Х-хромосомы по их влиянию 
на количественные признаки, скрестив их носителей с самками со сцепленны- 
ми Х-хромосомами, размножив каждый вариант и сравнив между собой боль- 
шие выборки самцов, несущих разные варианты. 


9.7. Гинандроморфы 


Нарушение распределения половых хромосом по дочерним клеткам мо- 
жет наблюдаться у дрозофилы не только в мейозе, но и в митозе. К таким на- 
рушениям относится, в частности, потеря самкой одной Х-хромосомы. Надо 
думать, что возможна потеря и других хромосом, но клетки, анеуплоидные 
по хромосомам 2 и 3, нежизнеспособны. Потеря же одной Х-хромосомы долж- 
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на превратить клетку самки в клетку самца. Подобное явление действительно 
случается у дрозофилы и выглядит именно таким образом — часть самки ста- 
новится самцом. Такие особи называются гинандроморфами. Гинандроморфы 
являются частными случаями мозаиков — организмов, клетки которых име- 
ют более одного генотипа. Если потеря произошла при первом делении зи- 
готы, то ровно половина мухи становится самкой, а половина — самцом. Как 
правило, это бывают правая и левая половины, что, между прочим, свидетель- 
ствует о том, что первое деление дробления происходит поперек оси яйца. Эти 
гинандроморфы называются билатеральными. 

На рис. 9.9’ схематиче- 
ски изображены  билатераль- 
ные гинандроморфы ОутозорйЙа 
теаповаяет. Далеко не все тело 
мухи несет половые признаки, 
и распознать гинандроморфа не- 
просто. Однако если мы пометим 
одну Х-хромосому многими ре- 
цессивными мутациями, по воз- 
можности оказывающими влия- 
ние на все тело, соответствующие 


Рис. 9.9. Схематическое изображение им фенотипы помогут визуали- 
билатеральных гинандроморфов дрозофилы, зовать гинандроморфа в случае, 
слева — на основе генотипа дикого типа; если теряется Х-хромосома, не- 
справа — на основе гетерозиготы по мутациям сущая аллели дикого типа. Это 
иит могут быть мутации у («желтое» 


тело) и зи (ятсей, «опаленные» 
щетинки). Последняя особенно удобна, так как затрагивает мелкие щетин- 
ки, покрывающие практически все тело мухи. На рис. 9.9, справа показан ги- 
нандроморф, у которого самцовая половина, утерявшая такую «нормальную» 
Х-хромосому, демонстрирует фенотипы оказавшихся в гемизиготе мутаций 
т (уменьшенное крыло) и / (белые глаза). 

Вероятность образования гинандроморфов можно повысить, сделав одну 
из Х-хромосом предрасположенной к потере в митозе. Таким свойством об- 
ладает, в частности, кольцевая Х-хромосома. У гетерозиготы по нормальной 
и кольцевой Х-хромосоме последняя имеет заметную вероятность утраты при 
быстром дроблении ядер в начале эмбрионального развития. Дело в том, что 
при репликации кольцевой хромосомы, которая начинается со многих незави- 
симых сайтов инициации, две дочерние хромосомы могут оказаться кольцами, 
продетыми друг в друга, и не смогут разойтись к полюсам в анафазе митоза. 


`уфуеуоаНоп1$ гие. мгогаргезз.сот, с изм. 


9.7. Гинандроморфы 247 


В клетке существуют механизмы, разрешающие хроматиды, перепутанные при 
репликации путем разрезания и сшивания. Но они работают в конце интерфа- 
зы, в фазе клеточного цикла С2, которая практически отсутствует при стреми- 
тельных митозах эмбрионального дробления. Как следствие, две сестринские 
хроматиды кольцевой хромосомы не могут разойтись к полюсам в анафазе 
митоза и теряются. В результате потери одной из Х-хромосом такие гетерози- 
готы, как правило, представлены мозаичными самками, несущими самцовые 
участки, т. е. гинандроморфами, но не обязательно билатеральными. 


Рис. 9.10. Билатеральные гинандроморфы членистоногих: 


палочник, стрекоза, жук-рогач, пчела, рак 


Гинандроморфы спонтанно встречаются и в других отрядах насекомых, 
равно как и в других классах членистоногих (рис. 9.10`). Благодаря крупным 
и красочным крыльям, подверженным половому диморфизму, особенно впе- 
чатляют гинандроморфы чешуекрылых (рис. 9.11”). Обратите внимание на фо- 
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Рис. 9.11. Совершенные (вверху) и мозаичные (внизу) 
билатеральные гинандроморфы различных видов чешуекрылых 


тографии в нижнем ряду. Видно, что показанные на них гинандроморфы би- 
латеральны, но несовершенны — на половине крыла одного пола встречаются 
неправильной формы участки (в таких случаях принято говорить сектора) 
другого пола либо сектора разных полов хаотично расположены на обоих кры- 
льях. При этом участки разных полов занимают примерно равную площадь 
крыльев. Предположение, что здесь замешаны дополнительные события по- 
тери половой хромосомы на более поздних делениях эмбриона, помогло бы 
нам объяснить сектора одного пола внутри большой площади другого, но не 
зеркальную ситуацию, когда внутри половин обоих полов встречаются секто- 
ра противоположного. Мы должны прийти к довольно серьезному выводу, что 
правая и левая сторона бабочки задаются не первым делением зиготы, а пред- 
существуют в цитоплазме зиготы. Первое деление лишь более или менее соот- 
ветствует правой и левой стороне, однако часть клеточных потомков одного 
бластомера «забредает» на противоположную сторону. 

Только что сделанный нами вывод о предсуществовании билатеральной 
дифференциации яйца до дробления зиготы совершенно справедлив. Но что 
касается бабочек, действительность оказалась еще удивительнее. Дело в том, 
что гинандроморфы бабочек обычно образуются не в результате потери одной 
из половых хромосом, а вследствие того, что у них иногда образуются двуя- 
дерные овоциты и одно из ядер, образующихся при втором делении мейоза, 
не уходит в полярное тельце, а остается. Эти ядра независимо оплодотворя- 
ются двумя сперматозоидами и приступают к дроблению. Однако в результате 
развивается один организм. Это еще раз доказывает, что информация о том, 
где, чего и сколько должно развиться у эмбриона, находится не в дробящихся 
ядрах, а в цитоплазме яйцеклетки. Иногда таким же образом гинандроморфы 
и удрозофилы. 
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Что касается бабочек, то здесь имеется одна сложность, связанная с ха- 
рактерной для них системой определения пола, — гетерогаметный женский 
пол и гомогаметный мужской. Гомогаметность мужского пола у бабочек оз- 
начает, что в отношении половых хромосом сперматозоиды одного самца 
идентичны. Следовательно, в случае мозаичного по половым признакам ги- 
нандроморфа мы должны ожидать, что в этом отношении различаться долж- 
ны были два ядра двуядерного овоцита, что, вроде бы, невозможно, если они 
являются продуктами одного акта — эквационного деления мейоза, т. е. про- 
исходят от одной клетки диады. Оказывается, у бабочек достаточно анома- 
лен и такой фундаментальный процесс, как мейоз: у многих из них в пер- 
вом делении мейоза случайным образом расходятся либо две сестринские, 
либо две несестринские хроматиды, а во втором расходятся те, что остались. 
Таким образом, у бабочек невозможно указать на редукционное и экваци- 
онное деление. Такое странное обстоятельство связано с тем, что хромосо- 
мы бабочек — голоцентрические, т. е. не имеют выраженной центромеры, 
а микротрубочки прикрепляются практически по всей длине хромосомы. 
В результате у них не работает обычный механизм разрешения бивалентов, 
связанный с растягиванием к разным полюсам гомологов с неразделенными 
центромерами, и он заменен на другой, допускающий расхождение любых 
пар из четырех хроматид бивалента. 

Особо отметим, что эти аномалии мейоза и гетерогаметность женского 
пола никак между собой не связаны. У птиц также гетерогаметен женский 
пол, но механизм мейоза вполне стандартен. Здесь же нужно заметить, что 
если у бабочек ядра двуядерного овоцита оплодотворяются сперматозоида- 
ми разного генотипа от гетерозиготного самца (притом что все они имеют 
7-хромосому), то и клетки развивающегося потомка будут иметь два раз- 
ных генотипа. Следовательно, мы можем увидеть билатеральных мозаиков, 
которые будут или не будут гинандроморфами в зависимости от того, ка- 
кие хроматиды половых хромосом должны были, но не разошлись во вто- 
ром делении мейоза у самок — несестринские (от 7- и М-хромосомы) или 
сестринские. 

По сути, мозаики, развивающиеся из двуядерных овоцитов, составле- 
ны из ядер двух разных индивидуумов, которых можно назвать разнояйце- 
выми близнецами (несмотря на то, что они развиваются из одного яйца), 
и даже сиамскими близнецами. Однако механизмы эмбриогенеза, основан- 
ные на позиционной информации, содержащейся в цитоплазме, заставляют 
их развиваться как один организм. Такие мозаики — полноценные единые 
организмы, составленные из двух (или более) разных индивидуумов, — на- 
зываются химерами. 

Однако сам факт существования гинандроморфов говорит о том, 
что цитоплазма яйца определяет не все в судьбе клеток. Она определяет 
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Рис. 9.12. Билатеральные гинандроморфы 


птиц и черепахи 


один организм, у которого будет 
сколько нужно органов на своих 
местах, однако такое свойство, 
как пол (а также цвет глаз, раз- 
мер крыльев, форма щетинок 
и пр.), определяется собствен- 
ным генотипом самих клеток. 
Именно поэтому мы можем на- 
блюдать сектора разных полов 
в одном организме. 

Но так обстоит дело далеко 
не у всех организмов. Во многих 
больших группах даже в вопросах 
пола большую роль играют меж- 
клеточные сигналы. Как мы убе- 
димся далее, у млекопитающих 
все половые признаки определя- 
ЮТСЯ присутствием/отсутствием 
всего двух гормонов — антимюл- 
леровского и тестостерона. Эти 
гормоны синтезируются в муж- 
ских гонадах. Таким образом, 


половые признаки всего организма определяются одним-единственным ор- 
ганом — гонадами. Понятно, что у млекопитающих никакие гинандроморфы 
невозможны. Самое удивительное, что они, оказывается, возможны у птиц 
и черепах (рис. 9.12`). Значит, некоторые из половых признаков рептилий 
и птиц (которые, по сути, есть всего лишь одна из групп ящеротазовых дино- 
завров), в частности связанные с покровами (как следует из рис. 9.12), опреде- 
ляются все же собственным геномом клеток. 


9.8. Карта судьбы эмбриональной синцитиальной 
бластодермы дрозофилы и позиционная информация 


Рассмотрение гинандроморфов привело нас к необходимости сделать еще 
один, уже второй по счету, экскурс в такой раздел генетики, как генетика раз- 
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Как мы уже говорили, у дрозофилы потеря одной Х-хромосомы может 
происходить в любом из делений дробления ядер эмбриона, и вероятность та- 
кой потери можно увеличить искусственно, допустим, с применением кольце- 
вой Х-хромосомы. При этом возникают мозаики, имеющие самцовые сектора 
самого разного размера и расположения. В этом отношении имеются некото- 
рые статистические закономерности, которые удалось интерпретировать. Лю- 
бые две клетки на поверхности тела мухи произошли от единственной клетки- 
зиготы, тем самым они с необходимостью имеют клетку-общего предка и в 
клеточной родословной отделены от нее некоторым количеством клеточных 
делений. Если бы мы предположили, что потеря одной Х-хромосомы возмож- 
на в каждом клеточном делении, и приняли вероятность этого равной для всех 
делений (однако достаточно небольшой, чтобы пренебречь вероятностью двух 
независимых потерь Х-хромосомы в родословной каждой из двух клеток), то 
вероятность того, что одна из клеток попадет в самцовый сектор, а вторая — 
нет, оказалась бы пропорциональной суммарному количеству клеточных де- 
лений, отделяющих каждую из двух клеток от их общего предка. Чем раньше 
в онтогенезе разделялись клеточные линии, ведущие к ним, тем выше вероят- 
ность того, что граница сектора пройдет между ними. Таким образом, в лице 
частоты прохождения границы сектора между двумя фиксированными точка- 
ми на теле мухи мы имеем меру отдаленности родства клеток, расположенных 
в этих точках. 

В филогенетике при построении филогенетических древес наиболее про- 
стыми оказываются методы, основанные на эволюционных дистанциях между 
сравниваемыми группами. Эти дистанции могут быть какой угодно мерой эво- 
люционных преобразований, например, дистанции, основанные на накоплении 
нуклеотидных замен в ортологичных последовательностях ДНК. Аналогичным 
образом, в нашем случае используя частоту прохождения границы сектора в ка- 
честве «онтогенетического расстояния», мы могли бы построить некое «онто- 
генетическое древо» различных участков на теле мухи, допустим, отдельных ее 
поверхностных органов (например, конкретных щетинок). Однако это было бы 
оправдано лишь в случае равной вероятности потери Х-хромосомы в каждом 
митозе, относительно же кольцевой Х-хромосомы мы только что выяснили, что 
она теряется только в быстрых митозах эмбрионального дробления. В онтогене- 
зе дрозофилы есть стадия, на которой удается увидеть внешнюю поверхность 
кроны этого «онтогенетического древа», построенного на основе вероятности 
прохождения границы сектора между двумя клетками, и эта поверхность ока- 
зывается очень информативной. Неудивительно, что это та самая стадия, на ко- 
торой эмбриональное дробление завершается — дальнейшие деления клеток не 
сопровождалются потерей кольцевой хромосомы. 

У дрозофилы сразу после оплодотворения ядро зиготы претерпевает де- 
вять последовательных делений в центре бывшей яйцеклетки, после чего ядра 
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мигрируют из центра к поверхности и там претерпевают еще четыре деления. 
Таким образом, в этот момент сразу под поверхностью бывшей яйцеклетки 
равномерно располагается множество одинаковых ядер. При этом цитоплазма 
до этого момента не делится, и все ядра лежат в общей цитоплазме, образуя так 
называемую эмбриональную синцитиальную бластодерму. Количество ядер 
синцитиальной бластодермы несколько меньше, чем 213 = 16 384 (хотя и близ- 
ко к этой цифре), поскольку клетки зародышевого пути мигрируют к заднему 
полюсу яйца и изолируются собственной мембраной несколько раньше. 

Этот процесс проиллюстрирован на рис. 9.13`, где, кроме того, показаны 
события, которые приведут к формированию несимметричного гинандромор- 
фа, поскольку ось первого деления, в котором произошла, к примеру, потеря 
одной хромосомы (соответствующие ядра изображены светлее), была направ- 
лена под углом к оси яйца. 

Только после формирования синцитиальной бластодермы цитоплазма 
вокруг ядер разделяется на отдельные клетки (формируя клеточную бласто- 
дерму), которые продолжают делиться, проходя дальнейшие стадии эмбрио- 
генеза. Получается, что любая клетка мухи на более поздних стадиях восходит 
к одному из ядер синцитиальной бластодермы, которая представляет собой 
двумерный (хотя и на замкнутой поверхности бывшей яйцеклетки) срез «он- 
тогенетического древа» всех клеток дрозофилы. И с использованием нашей 
меры «онтогенетического расстояния» мы можем надеяться установить, где 
на синцитиальной бластодерме располагаются предки тех или иных клеток, 
скажем, взрослой мухи. 

Метод картирования синцитиальной бластодермы с использованием 
частоты пролегания границы сектора между двумя точками взрослой мухи 
в качестве меры расстояния предложил еще коллега Моргана Альфред Стёрте- 
вант в 1929 г. Однако сама работа была проделана лишь через 40 лет, в 1969 г., 
Антонио Гарсиа-Беллидо и Джоном Меррамом. В частности, они предложили 
принять частоту прохождения границы сектора между двумя точками на теле 
мозаичной мухи в 1 % за единицу изменения и назвали ее 1 Стёрт. На рис. 9.13, 
внизу слева схематически показаны три группы клеток, всевозможные гра- 
ницы секторов мозаичности между ними, а справа — метод их картирования 
на основе расстояния в Стёртах. 

Как известно, три точки определяют плоскость, а другие точки могут ле- 
жать или не лежать в той же плоскости. Когда большой массив данных по та- 
ким вот расстояниям был набран, оказалось, что точки на данных расстояниях 
друг от друга более или менее ложатся на двумерную поверхность. Это произо- 
шло потому, что эта виртуальная поверхность отражала расположение пред- 
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ков клеток взрослой мухи 
на реально существующей 
поверхности — синцитиаль- 
ной бластодерме. Немало- 
важно, что при дальнейшем 
делении клеток, которое 
идет более медленными тем- 
пами, и в результате в мито- 
тический цикл возвращает- 
ся достаточно протяженная 
интерфаза, потери кольце- 
вой хромосомы прекраща- 
ются и эти клеточные деле- 
ния не порождают новые 
аномальные клоны. 
Казалось бы, осталось 
разделить виртуальную по- 
верхность синцитиальной 
бластодермы между органа- Рис. 9.13. Схема дробления эмбриона и образования 
ми мухи (как делят на схе- синцитиальной бластодермы гинандроморфа 
мах тушу коровы по разным дрозофилы (вверху) и подсчета расстояния между 


сортам мяса) и узнать, где тремя точками синцитиальной бластодермы, 
находятся зоны их пред- дающими начало точкам А, В и С нателе мухи, 
шественников. Однако эти на основе частоты их нахождения по разные 
зоны, занимаемые ядрами- стороны границы мозаичности 
предшественниками ор- 
ганов, оказываются лежащими на поверхности изолированно друг от друга. 
На рис. 9.14, а, 6 подобный результат показан в весьма схематической форме. 
Между тем ядра в синцитиальной бластодерме располагаются совершенно 
равномерно. Стало быть, между зонами ядер-предшественников органов мухи 
лежат ядра, не являющиеся предшественниками никаких ее органов. Если 
немного подумать, в этом нет ничего удивительного. Муха относится к насе- 
комым с полным превращением, у которых тело взрослой особи образуется 
на стадии куколки из небольших групп клеток — имагинальных дисков, кото- 
рые закладываются в раннем эмбриогенезе и сохраняются у личинки, весьма 
мало развиваясь. Фактически из эмбриона последовательно развиваются два 
организма, вложенные друг в друга, как матрешка, — сначала личинка, а потом 
имаго, причем эмбриогенез имаго отложен. На рис. 9.14', в сопоставлены ли- 
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Рис. 9.14. Схема расположения групп ядер синцитиальной бластодермы, дающих 
начало имагинальным дискам (вид сбоку на одну из симметричных сторон) (а), 
символическое изображение развивающихся из них органов дрозофилы (6) 

и схема соответствия имагинальных дисков личинки органам взрослой мухи (в) 


чинка и имаго дрозофилы, линии справа от надписей указывают на части тела 
мухи, линии слева — на соответствующие им имагинальные диски. Зоны, где 
на синцитиальной бластодерме отсутствуют предшественники органов взрос- 
лой мухи, заняты предшественниками личиночных органов. 

Таким образом, изучение частотных аспектов мозаицизма взрослой 
мухи позволяет нам установить на поверхности эмбриона дрозофилы зоны- 
предшественники имагинальных дисков и органов взрослого организма. Это 
один из впечатляющих примеров того, как чисто статистическими генетически- 
ми методами удается глубоко проникнуть в устройство живых организмов. 

Существование гинандроморфов убедило нас в том, что каждая клетка, 
где бы она ни находилась в теле мухи, «знает», какого она пола. Но чем опреде- 
ляется сама судьба клетки, занимающей то или иное место? Как это ни пораз- 
ительно, однако она определяется негенетической позиционной информацией, 
содержащейся в цитоплазме бывшей яйцеклетки до ее разделения на отдель- 
ные клетки, вернее, в кортикальной периплазме — приповерхностном ее слое, 
в котором и расположены ядра. Определенные ее районы содержат в опреде- 
ленных концентрациях определенные химические факторы (конечно же, про- 
дукты соответствующих генов матери) — морфогены, которые программи- 
руют геном ядер, оказавшихся в этих районах, на развитие в том или ином 
направлении. Эта детерминация неразличимых вначале клеток, а в дальней- 
шем и их дифференциация (приобретение особенных свойств, которое мож- 
но также обозначить термином «манифестация», введенным одновременно 
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с «детерминацией» В. Герингом), далее передается при делении клеток эпиге- 
нетическим путем, т. е. посредством передачи активного либо неактивного 
состояния определенных клеток в ряду клеточных поколений. Как правило, 
это достигается за счет петли положительной обратной связи, когда опреде- 
ленные белковые регуляторные трансфакторы, занимающие нужные сайты 
в регуляторных цис-областях генов и способствующие их экспрессии, индуци- 
руют в том числе и экспрессию собственных генов, способствуя тому, чтобы 
в момент репликации ДНК эти сайты были заняты теми же самыми регулятор- 
ными трансфакторами. Как мы увидим в дальнейшем, запрограмированность 
клеток может передаваться и на уровне регуляции процессинга, а не транс- 
крипции. На эту начальную запрограммированность накладываются дальней- 
шие сигналы регуляции онтогенеза, как внутренние, так и внешние по отно- 
шению к данной клетке, в результате чего и развивается сложный организм. 
Существует множество опытов, доказывающих, что информация, направ- 
ляющая развитие потомков ядер синцитиальной бластодермы в том или ином 
направлении, содержится именно в цитоплазме бывшей яйцеклетки. Допустим, 
облучение заднего конца яйца ультрафиолетом до миграции дробящихся ядер 
приводит к стерильности мухи, поскольку ядра, попадающие в каудальный ко- 
нец, дифференцируются в гонады (причем даже несколько раньше стадии син- 
цитиальной бластодермы), а облучение разрушает в цитоплазме необходимые 
морфогены. Если после облучения в это место впрыснуть цитоплазму из задне- 
го полюса интактного яйца, фертильность будущей мухи восстановится. 
Материнский эффект проявляют почти все гены, контролирующие ранний 
эмбриогенез. Отсюда следует, что они действуют посредством своих молекуляр- 
ных продуктов, запасенных матерью в яйце. Некоторые мутации блокируют сам 
процесс миграции ядер к периферии. Так, мутация этапаси 455 («лишенный вну- 
ков») препятствует миграции ядер в задний конец яйца. В результате из таких яиц 
развиваются стерильные мухи, лишенные стволовых клеток зародышевого пути. 
Немаловажно, что морфогенетическая дифференциация периплазмы яй- 
цеклетки определяется синтетической активностью фолликулярных и пита- 
ющих клеток, а не собственного генома яйцеклетки. Таким образом, овари- 
альные фолликулы являются, по сути, теми сборочными цехами, в которых 
яйцеклетки программируются на то, чтобы из них развивались мухи. Это про- 
граммирование достигается созданием определенных градиентов нескольких 
морфогенов, среди которых есть и белки, и мРНК, с которых в дальнейшем 
будут синтезироваться белки, и более простые небелковые соединения (до- 
пустим, кофакторы). Все это поставляется в кортикальную периплазму яйце- 
клетки фолликулярными и питающими клетками. 
Рассмотренные нами феномены мозаицизма и детерминация клеток эм- 
бриональной бластодермы очень рельефно демонстрируют нам то, какими 
путями наследственная информация, записанная, как известно, в цепочках 
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ДНК, реализуется в развитии организма. Мозаичные гинандроморфы пока- 
зывают нам, что попадание клеточных клонов в те или иные органы никак не 
зависит от их генотипа, а является следствием их пространственного распо- 
ложения в эмбрионе. Дальнейшая судьба этих клонов зависит от простран- 
ственной позиционной информации в цитоплазме яйцеклетки, но не от соб- 
ственного генотипа. Образно говоря, «наивные» ядра, несущие в себе весь 
геном мухи, т. е. все пространство возможностей своего развития, встречают 
в периплазме свою судьбу. 

Фолликулярные и питающие клетки, реализуя генетическую информа- 
цию того же самого генома, формируют в цитоплазме яйцеклетки план строе- 
ния будущей мухи, т. е. производят нечто вроде «упреждающего онтогенеза». 
И в этом просматривается глубокий смысл — информация о будущем плане 
строения сложного многоклеточного организма передается в эмбрион самим 
сложным многоклеточным организмом, причем передается эпигенетическим, 
а не генетическим путем, т. е. не посредством «мешка генов», каковым являет- 
ся ядро зиготы. 

Однако такие признаки фенотипа, как половая принадлежность и фено- 
типы у, 5, т, у, определяются реализацией собственной генетической инфор- 
мации клеток. Опять-таки использование позиционной информации цито- 
плазмы яйцеклетки путем детерминации ядер эмбриональной синцитиальной 
бластодермы на этой стадии эмбриогенеза и завершается, поскольку происхо- 
дит цитокинез и ядро окружает себя небольшим количеством изолированной 
цитоплазмы. На этой стадии образуется около 16 тысяч клеток, и это верхний 
предел количества клеточных клонов, получающих различную детерминацию 
за счет кортикальной периплазмы. В реальности же количество клонов с раз- 
личной детерминацией гораздо меньше, поскольку речь идет всего лишь о су- 
перпозиции градиентов нескольких морфогенов. Однако муха — более слож- 
ный организм, и состоит из гораздо большего числа различных частей. Этот 
организм формируется посредством реализации собственной наследственной 
информации различным образом детерминированными клеточными клонами 
в их взаимодействии. При этом клетки развивающегося организма воздейству- 
ют друг на друга как химически, так и чисто механически. Реагируя определен- 
ным закономерным образом на такие воздействия в отношении экспрессии 
генов своего генома, клетки делятся и дифференцируются, оказывая дальней- 
шие воздействия на окружающие их клетки. Именно так и формируются слож- 
нейшие организмы. Таким образом, развитие мухи начинается с реализации 
генетической информации многих материнских клеток, а продолжается путем 
реализации ее клетками своей собственной генетической информации, либо 
безусловной, либо с учетом воздействий со стороны соседних клеток. 

У позвоночных позиционная информация в цитоплазме зиготы тоже важ- 
на, но ее роль у разных организмов варьирует. Вспомним птичьи яйца и тот 
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факт, что весь ранний эмбриогенез проходит на очень ограниченном участ- 
ке тонкого слоя цитоплазмы, окружающей огромный желток. Однако у мле- 
копитающих первичная поляризация зародыша задается всего лишь местом 
вхождения сперматозоида и определяется в основном геометрическими, а не 
химическими факторами, вклад же материнского организма в морфогенез от- 
сутствует. 

Итак, изучая основы генетики, мы с вами неоднократно делали экскурс 
в генетику развития, которая еще составит отдельную важную тему нашего 
рассмотрения. Генетика, по сути, и есть наука о развитии, что понял еще Мен- 
дель, называя разные фенотипы гороха «типами развития». 
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ГААВА 10 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПОЛА: ОСНОВНЫЕ ТИПЫ 
И КАРИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ 


10.1. Типы определения пола 


Основные закономерности генетики были открыты на дрозофиле, 
а ее практические результаты стали наиболее ощутимы на человеке. Эти- 
ми двумя объектами и исчерпывается ознакомление с определением пола 
в школьных и некоторых вузовских учебниках; иногда упоминаются птицы 
и бабочки, «у которых все наоборот», как это сделали и мы в предыдущей 
главе. В результате может сложиться ошибочное впечатление, что механиз- 
мы определения пола столь же фундаментальны, как и сам феномен двух 
полов, и лишь иногда встречаются аномалии зеркального характера. Не- 
много бы нашлось столь же ошибочных утверждений! Как уже было ска- 
зано в гл. 2, фундаментальность полового размножения вытекает из его 
необходимости в качестве механизма, порождающего комбинационную 
изменчивость. Однако и эта фундаментальность довольно относительна, 
в чем нас убеждают многочисленные организмы, размножающиеся только 
бесполым путем. Феномен двуполости первоначально возникает как след- 
ствие противоречия двух задач на уровне половых клеток — миграции для 
более эффективной комбинационной изменчивости и создания запасов 
для будущего организма. Эти же роли в той или иной степени перешли и к 
мужскому и женскому полу на уровне многоклеточных организмов. Одна- 
ко двуполость на многоклеточном уровне еще менее фундаментальна, чем 
половое размножение, о чем свидетельствует тот факт, что большинство 
растений обоеполы, да и у животных нередки гермафродиты. Когда же 
мы приоткрываем для себя механизмы определения пола (вернее было бы 
сказать — механизмы становления пола), то мы отдаемся на растерзание 
случайности. Истинные механизмы определения пола, т. е. каскад молеку- 
лярно-биологических процессов в ходе индивидуального развития, приво- 
дящих к появлению организма того или другого пола, демонстрируют нам 
принципиально различные решения, из чего можно заключить, что пол 
формировался многократно и независимо в разных группах организмов 
(в отличие от плана строения многоклеточных организмов, генетический 
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контроль которого единообразен даже при кажущихся принципиальных 
различиях самого плана строения). Что же касается поверхностных «ме- 
ханизмов определения пола» на уровне половых хромосом, сводящихся 
к тому, на каких хромосомах расположено несколько ключевых генов, то 
мы наблюдаем хаос частных случаев. Это говорит о том, что половые хро- 
мосомы возникают 4е поуо буквально на каждом шагу в результате вполне 
случайных эволюционных процессов. У человека и одного из множества 
видов дрозофилы, который в начале ХХ века попал в лабораторию Т. Мор- 
гана, эти кариологические «механизмы» казались в первом приближении 
сходными и подкрепили в целом неверное, но на начальном этапе развития 
генетики безусловно плодотворное представление:«что верно для мухи, то 
верно для слона». 

Прежде всего нелишне будет узнать, что в вопросах определения пола 
очень часто хромосомы оказываются вообще ни при чем. Различают три основ- 
ных типа определения пола — ирогамное, сингамное и эпигамное (этимологиче- 
ски в переводе с греч. — «до гамет», «вместе с гаметами» и «над гаметами»). 


10.2. Эпигамное определение пола 


При эпигамном определении пол зависит от условий развития генетиче- 
ски идентичных эмбрионов. 

У растений сложность моногоклеточного организма не достигла таких 
высот, как у животных, и мы вправе с большей вероятностью ожидать у них 
какие-то простые механизмы. И действительно, например, у ариземы Неги- 
ши (Атбаета пее15сйй) из семейства ароидных из крупных клубней вырастают 
женские растения, из маленьких — небольшие мужские растения, растения же 
промежуточных размеров обоеполые. Здесь пол определяется не столько раз- 
мером клубней, сколько размером выросшего из него растения. 

Классическим примером эпигамного определения пола является эхиу- 
рида ВопеШа уй14!5. Эхиуриды — это отдельный тип сидячих первичноротых 
целомических трохофорных животных, родственный кольчатым червям, но не 
имеющих сегментации. Трохофора — личинка, плавающая при помощи рес- 
ничек, взрослый червь сидячий, следовательно, онтогенез включает осаждение 
пелагической личинки на дно, сопровождающееся метаморфозом. Из таких 
осевших на дно личинок развиваются только самки, которые достигают 8 см 
без хоботка и живут в своих или чужих норах в гравии или в расщелинах скал. 
Самцы (длиной 1-3 мм) развиваются из личинок, осевших на самку, прежде 
всего на ее хоботок. Впоследствии они паразитируют в ее половом мешке (если 
осели на хоботок) или остаются прикрепленными к ее телу. На рис. 10.1 изо- 
бражена самка, самец бонеллии и их относительный размер. 
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Превращение в самца индуци- 
руется боннелином — пигментом, 
окрашивающим самку в зеленый 
цвет и находящимся в особенно 
больших концентрациях в хоботке. 
л самец В присутствии света боннелин вы- 
ПА (увеличено) сокотоксичен по отношению к бак- 
териям, личинкам паразитов и клет- 
кам человека, включая эритроциты, 
и в этом качестве активно исследу- 
ется как потенциальный антибио- 
тик. Как видим, своих личинок он 
не убивает, но резко меняет путь их 
развития. 

Однако такое случается не только у растений и беспозвоночных живот- 
ных. У многих позвоночных пол определяется не чем иным, как температурой 
во время эмбрионального развития. Так обстоит дело у крокодилов, гаттерии, 
многих черепах и ящериц, некоторых рыб. Отметим, что, хотя все они двупо- 
лы, каждый из этих организмов имеет идентичную генетическую информацию 
для формирования любого пола, т. е. они потенциальные гермафродиты. Их 
строгая двуполость, в частности, указывает на существование порогового эф- 
фекта в отношении температуры, а также на то, что температура имеет значе- 
ние в короткий критический период развития эмбриона, иначе динамика тем- 
пературы каким-либо образом суммировалась бы в половых характеристиках 
индивидуумов, многие из которых получали бы «промежуточный пол». 

При температурном определении пола речи о жестком соотношении полов 
не идет, и оно может сдвигаться в ту или иную сторону. У одних видов при по- 
ниженной температуре в потомстве преобладают самцы, а при повышенной — 
самки, у других — все строго наоборот. Встречается и паттерн, предполагаю- 
щий два температурных порога, когда при средних температурах преобладают 
самки, а при повышенных и пониженных — самцы. Сходного с температурным 
эффекта можно достичь воздействием половых гормонов, причем чем ближе 
температура к критической, тем легче обратить пол на противоположный. 
Отсюда следует, что температура, скорее всего, влияет на скорость процессов 
синтеза и метаболизма половых гормонов в какой-то ключевой момент онто- 
генеза. Во всех случаях в интервале 1-2 °С вокруг критической температуры 
соотношение полов в потомстве бывает примерно равным. По всей видимо- 
сти, в выборе пути развития в направлении того или иного пола большую роль 
играет такой фактор, как случайность. 

Очень много экзотических способов эпигамного определения пола нахо- 
дим у рыб. Атерина (АШепта) начинает нереститься ранней весной. Из икры, 


размер самца 
относительно 


самки ``. 


Рис. 10.1. Самец и самка эхиуриды 
ВопешШа уй1 5 
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развивающейся при низких температурах выходят самки, из более поздней 
икры, развивавшейся при более высоких температурах, — самцы. У дорады 
(Зрагиз аитаёи$) молодые рыбы нерестятся как самцы. Через год они вырастают 
и уже нерестятся как самки, причем количество производимой икры возрас- 
тает с размером (и возрастом) самки. Таким образом, у этих рыб наблюдает- 
ся ипротандрия (этот термин чаще применяют к растениям). Рыба-император 
(РотосапШиз ппрегают), наоборот, в первый раз участвует в нересте как самка, 
затем — как самец; здесь наблюдается иротогиния. Так или иначе, мы имеем 
всего лишь гермафродитизм, разнесенный во времени. 

Мы уже упоминали опыты Ямамото, который превращал один пол в дру- 
гой путем гормональной обработки икры. У многих рыб, например гуппи 
и гамбузий, можно превратить самок в самцов путем гормонального воздей- 
ствия и на взрослой стадии. Причем гормональное воздействие не обязательно 
должно быть экзогенным. Иногда гормональный статус, а как следствие, и пол 
рыбы меняется под воздействием социопсихических факторов. Если в аква- 
риуме оставить только самок гуппи, то они начнут превращаться в самцов, 
причем некоторые из самок сделают это первыми, а у остальных трансформа- 
ция затормозится. Впрочем, скорее всего такая трансформация запускается не 
поведением, а соотношением в воде каких-то феромоноподобных веществ, вы- 
деляемых самками и самцами. Но в следующем примере поведенческий ком- 
понент налицо. 

Рыба-клоун (так называются представители подсемейства Атририоттае) 
живет колониями между щупальцами актинии. Самая крупная вактинии рыба 
функционирует как самка, следующая по размеру — как самец, остальные 
остаются неполовозрелыми. Если удалить самку, то в нее превратится самец, 
а самая крупная из неполовозрелых — в самца. Поскольку вся компания рыб 
находится в единой в химическом отношении среде, пол в этом случае являет- 
ся прямым следствием социального ранга. 


10.3. Прогамное определение пола 


Прогамное определение пола предполагает ситуацию, в которой пол опре- 
деляется гаметами до оплодотворения, допустим, их размерами, и независимо 
от него. 

Популяции коловраток хидантин обычно представлены диплоидными 
самками, размножающимися посредством яиц, но партеногенетически и без 
мейоза. При ухудшении условий у таких самок появляются дочери, у кото- 
рых идет мейоз, вследствие чего они откладывают более мелкие гаплоидные 
яйца. Из них развиваются мелкие же самцы. Если такое мелкое гаплоидное 
яйцо будет оплодотворено спермой самца, то образуется диплоидная зигота, 
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которая покрывается толстой оболочкой и зимует, развиваясь весной в нор- 
мальную самку. 

Ивовая тля в течение лета представлена самками, размножающимися пар- 
теногенетически. Они диплоидны, имеют две пары аутосом и две Х-хромосомы. 
Что интересно, у них идет мейоз, при котором не имеет места редукция числа 
хромосом, т. е. первого деления мейоза не происходит и оба гомолога попада- 
ют в яйцеклетку. К осени возникают так называемые сексупарные самки, кото- 
рые дают половое поколение тлей, представленных самцами и самками. Самки 
полового поколения образуются так же, как и при партеногенезе, однако при 
образовании части яиц одна Х-хромосома теряется, и такие яйца развиваются 
в самцов. У особей полового поколения, и у самцов, и у самок, мейоз протекает 
«обычным способом». При этом половина продуктов мейоза самцов не содер- 
жит Х-хромосомы и погибает, в результате все гаметы кариотипически идентич- 
ны: зрелые сперматозоиды несут одну Х-хромосому, как и все яйцеклетки, и при 
образовании зигот восстанавливается исходный кариотип. Мы видим, что пол 
потомства определяется в момент потери или сохранения одной Х-хромосомы 
в мейозе сексупарных самок, т. е. до оплодотворения и независимо от него, а само 
появление сексупарных самок зависит от условий среды. Биологический смысл 
появления полового поколения при ухудшении условий можно усмотреть в том, 
что именно в таких условиях необходима генерация генетического разнообра- 
зия, тогда как в стабильных благоприятных условиях эволюционно выгодно 
воспроизводить удачные сочетания генов путем клонального размножения. 

Любопытно определение пола у некоторых паразитических перепончато- 
крылых. У них все особи имеют идентичный кариотик, но самки развиваются 
из яйцеклеток, в цитоплазме которых имеется облигатная паразитическая бак- 
терия из рода вольбахия (И’офаста), а самцы — из яиц, в которых вольбахии 
нет. Здесь бактерия выступает как цитоплазматически наследуемый генетиче- 
ский фактор определения пола. Вообще, вольбахия обнаруживается у множе- 
ства насекомых, а также у нематод. Ее влияние на сексуальность многообразно, 
от различных форм несовместимости инфицированных и неинфицированных 
родителей до феминизации самцов и придания самкам способности к парте- 
ногенезу. Некоторые виды, подобно вышеупомянутым, настолько адаптирова- 
лись к присутствию вольбахии, что уже неспособны существовать без нее. 

Забавно и просто выглядит прогамное определение пола у иных раздель- 
нополых гаплоидов. У печеночного мха 5рйаегосагриз доппеЙЙ, исследованного 
Ч. Алленом еще в 1917 г., кариотип представлен семью аутосомами, в допол- 
нение к которым женские гаметофиты имеют крупную Х-хромосому, а муж- 
ские — маленькую У-хромосому. Спорофиты диплоидны и имеют 14 ауто- 
сом и хромосомы Х и У. В результате мейоза они образуют гаплоидные споры 
СХ или У-хромосомой, которые прорастают в женские и мужские гаметофиты. 
Эта схема напоминает мейоз гетерогаметного пола у диплоидных организмов, 
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однако здесь диплоидная фаза пола не имеет, а гаплоидная имеет. Впрочем, ее 
пол сводится к тому, архегонии или антеридии она будет образовывать. Если 
у диплоидов мужской или женский тип гаплоидной фазы определяется по- 
лом диплоидного родителя и не зависит от ее собственного гено- и кариотипа 
(в пыльнике может образоваться только пыльца, в пестике — только семяпоч- 
ки), то здесь пол гаплоидной фазы зависит от половой хромосомы, несомой 
самой гаметой. Однако в обоих случаях пол гаплоидной фазы определяется 
прогамно, хотя об определении пола у гамет говорить и не принято ввиду три- 
виальности их половой принадлежности. 


10.4. Сингамное определение пола 


10.4.1. Арренотокия 


Как и у обсуждавшейся выше коловратки, у большинства насекомых 
из отряда перепончатокрылых самки диплоидны, самцы гаплоидны `— такое 
определение пола называется арренотокия. Мейозу таких самцов проходит без 
редукции числа хромосом — первое деление мейоза абортируется на стадии 
метафазы [. В результате женский пол определяется фактом оплодотворения, 
когда образуется диплоидная зигота, а неоплодотворенные яйца превращают- 
ся в самцов. Подобное определение пола можно было бы назвать «сингамным 
наполовину» (то же самое мы частично имели и у коловраток хидантин). 

В действительности определение пола перепончатокрылых не совсем со- 
ответствует этой упрощенной схеме. Оказывается, у перепончатокрылых есть 
некий «половой локус», Сотрететюату 5ех д@еттитег (С54), который имеет 
много (более десятка) аллелей. Гетерозиготы по этому локусу превращаются 
в самок, а гемизиготы и гомозиготы — в самцов. Из-за множественности алле- 
лей диплоидная зигота крайне редко оказывается гомозиготой, развивающей- 
ся в самца, тогда как гаплоиды оказываются «самцами поневоле» вследствие 
гемизиготности этого локуса. Диплоидные самцы обычно погибают на стадии 
личинки, а если выживают, то оказываются бесплодными (не исключено, что 
вследствие своего «самцового» мейоза), а рабочие пчелы даже специально уби- 
вают таких личинок. Мы видим интереснейший случай, когда фенотин, да еще 
такой существенный, определяется самим фактом гетерозиготности, но совер- 
шенно не зависит от того, какие аллели присутствуют. 


`Нужно заметить, что у самцов гаплоидны только клетки зародышевого пути, 
в соматических клетках набор хромосом удваивается, т. е. они становятся дигаило- 
идными. 
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Арренотокия — не такая уж экзотика, она свойственна примерно 20 % 
животных, среди которых нематоды, коловратки, клещи, трипсы, червецы, бе- 
локрылки. 


10.4.2. Половые хромосомы 


Цветковые растения в основном двудомны (являются гермафродитами), 
но около 6 % их видов однодомны. Карл Корренс в начале ХХ в. проводил опы- 
ты с растениями из семейства тыквенных и рода Вгуота, название которого 
в русских учебниках по генетике обычно калькируется с латыни, хотя у него 
есть официальное русское название — переступень. Корренс скрещивал между 
собой два вида — брионию белую, которая однодомна, и брионию двудомную. 
Если бриония белая опылялась пыльцой брионии двудомной, то все потомство 
было представлено мужскими и женскими растениями поровну. Если бриония 
двудомная опылялась брионией белой, то все потомство было представлено 
только женскими растениями. Из такой схемы следовало, что мужские рас- 
тения двудомной брионии гетерозиготны по доминантному аллелю некоего 
генетического фактора, определяющего мужской пол, а ее женские растения, 
равно как и растения брионии белой, имеют рецессивный аллель (который 
может быть и отсутствием фактора, определяющего пол), направляющий раз- 
витие по женскому пути. Кроме того, бриония двудомная должна нести какой- 
то или какие-то доминантные факторы, делающие ее собственно двудомной. 
Оказалось, что у двудомной брионии система определения пола такая же, как 
и у человека — мужские растения имеют кариотип ХУ, женские — ХХ. 

Примерно так же наследуется пол у папайи, но у нее имеется два типа 
У-хромосом — одна из них дает мужские растения, другая — обоеполые. 

Мы снова столкнулись с системой определения пола парой половых хро- 
мосом ХХ/ХУ и могли бы укрепиться в заблуждении, что это магистральный 
путь эволюции. Однако, по большому счету, половые хромосомы вообще не 
нужны, поскольку в действительности пол определяется аллелями одного 
локуса или немногих локусов, которые вовсе не требуют такого помпезного 
оформления, как специальные половые хромосомы. Эти аллели могли бы на- 
ходиться в какой-то паре гомологов, неразличимой во всех прочих отноше- 
ниях. И действительно, хотя большинство рыб имеет сингамное определение 
пола, только 10 % их видов имеет половые хромосомы, у остальных же пол 
определяется аллелями локусов, расположенных в аутосомах. Так же обстоит 
дело иу Сийопопиае — комаров-звонцов, которые принадлежат к тому же от- 
ряду двукрылых, что и дрозофила. Поскольку некая пара аутосом у этих орга- 
низмов все же несет факторы, определяющие пол, ее также можно называть 
гомоморфными половыми хромосомами. 
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10.4.3. Гетерогаметный и гомогаметный пол 


У таких популярных модельных объектов, как человек и дрозофила, а так- 
же менее популярных объектов — переступня и папайи, самцы имеют две раз- 
ные половые хромосомы — ХУ, а самки — две одинаковые ХХ. При этом самцы 
образуют два типа гамет, несущих Х- и У-хромосому, а все гаметы самок одина- 
ковы и несут Х-хромосому. Поэтому в данном случае мужской пол называется 
гетерогаметным, а женский — гомогаметным. 

Существует еще один вариант определения пола, при котором мужской 
пол также является гетерогаметным — это когда самцы имеют единственную 
Х-хромосому, а самки — две. Кариотип самцов в таком случае принято обо- 
значать как ХО, самок — ХХ. Нетрудно заметить, что дрозофила находится 
в одном шаге от такой системы оределения пола, потому что мы видели, что 
У-хромосома никак не влияет на пол мухи и несет лишь некие гены мужской 
фертильности. Если бы эти гены были перенесены в аутосомы, У-хромосома 
перестала бы быть нужной, потерялась бы в результате нерасхождения и воз- 
никли бы популяции, а затем и виды без У-хромосомы. И действительно, такой 
способ определения пола существует у многих насекомых, например стрекоз 
и прямокрылых, а также у пауков. У нематоды СоепотйаБЯЙез @езаи$, также по- 
пулярного генетического объекта, существует два пола — самцы с кариотипом 
ХО и гермафродиты с кариотипом ХХ. 

В то же время бывают системы сингамного определения пола, прямо про- 
тивоположные только что рассмотренным: когда гомогаметным полом являет- 
ся мужской, а гетерогаметным — женский. Из соображений точности терми- 
нологии в те времена, когда более сложные системы определения пола еще не 
были известны, половые хромосомы в этом случае принято обозначать други- 
ми буквами — Ди М’: кариотип самцов обозначается 7.17, кариотип самок ИМ. 
Следует предупредить, что некоторые ученые и научные школы не признают 
этих обозначений и считают, что удобнее и яснее пользоваться привычными 
буквами Х и У; они сохраняют обозначения кариотипов ХХ и ХУ для самцов 
и самок соответственно. 

Такая система определения пола — женский гетерогаметный пол с кари- 
отипом 7\М/ и мужской гомогаметный пол с кариотипом 7.7, — свойственна 
всем птицам, змеям и бабочкам. Ручейники (Тисйорта) — отряд, от которого 
произошли бабочки, — имеют самок с кариотипом 70, самцов — с кариоти- 
пом 7/7, (однако никто не знает, какова была система определения пола именно 
у предков чешуекрылых). 

Наличие якобы противоположных систем определения пола и у позво- 
ночных, и у насекомых может показаться неожиданным, а сообщаемые здесь 
сведения о том, кто какую систему имеет, выглядят дилетантскими с точки 
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зрения систематики организмов, так как обычно упоминаются немногие хо- 
рошо известные группы разного ранга, без какой-то филогенетической ло- 
гики. Все дело в том, что, во-первых, разные системы определения пола дей- 
ствительно встречаются у достаточно родственных организмов, а во-вторых, 
большинство видов остаются необследованными в этом отношении, поэтому 
упоминание «бабочек», «змей» и «пауков» в связи с теми или иными система- 
ми определения пола не следует воспринимать слишком серьезно — речь идет 
о том, что других систем в этих группах пока не найдено. 

В частности, у рыб, земноводных, ящериц, черепах, растений найдены оба 
варианта определения пола — с гетерогаметным мужским и гомогаметным 
женским полом и наоборот. 

Около 10 % рыб имеют половые хромосомы, и около 2/3 среди них имеют 
систему определения пола 7М и примерно 1/3 — ХУ (при такой системе обо- 
значений половых хромосом понятно, о чем идет речь: приводится кариотип 
гетерогаметного пола, в первом случае это самки, во втором — самцы). Более 
того, оба варианта встречаются в пределах одного популярного у аквариуми- 
стов рода рыб — меченосцев Хрйойогиз. В частности, Х. сотех! имеет систему 
ХУ, Х. аатех! — систему ГМ, ау Х. тасшани; мы находим одновременную ком- 
бинацию обоих систем: у них имеется три варианта кариотипа самок — МХ, 
МТУ, ХХ и два варианта кариотипа самцов — ХУ, УУ. 

И наконец, оба варианта, ХУ и 7№, встречаются в разных популяциях 
одного и того же дальневосточного вида — бугорчатой лягушки (Капа гизоза). 


10.4.4. Экзотические варианты системы половых хромосом 


У новозеландской лягушки Георе[та ПосйяеНе" самцы имеют 22 аутосо- 
мы, а самки 22 аутосомы и одну \М/-хромосому. В одной популяции М вообще 
не найдена, и многие ученые рассматривают данную \\-хромосому скорее не 
как половую, а как В-хромосому (так называются сверхчисленные хромосо- 
мы, по сути, кариологические паразиты, не несущие генетической инфор- 
мации и сохраняющиеся в кариотипе благодаря мейотическому драйву, т. е. 
повышенной вероятности попадания в яйцеклетку), на которую случайно ока- 
зался перенесен ген-триггер пола. Это, конечно же, не мешает этой бывшей 
В-хромосоме после этого называться половой хромосомой. 

У многих организмов имеется несколько половых хромосом. Так, у пау- 
ков встречается от одной до четырех негомологичных друг другу Х-хромосом. 
Как уже упоминалось выше, У-хромосомы у пауков нет, поэтому у видов с че- 
тырьмя Х-хромосомами самцы имеют 4 разные Х-хромосомы, а самки — 4 их 
пары, всего 16. 
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Все млекопитающие имеют 
гетерогаметный мужской пол. НИ 
ее число и хромосом Я Чи = ан» 
у них может варьировать. У одно- хуухуиуихухих 
го из видов южноамериканских 
обезьян-ревунов имеется две не- 
гомологичные Х-хромосомы и две 
негомологичные —У-хромосомы, 
у другого вида— две негомо- 
логичные Х-хромосомы и одна 
У-хромосома. 

У утконоса имеется пять 
Х-хромосом и пять У-хромосом, Рис. 10.2. Девять половых хромосом ехидны 


Я 


а у ехидны — пять Х-хромосом  Тасйубо5зиз асшеа из, дифференциально 

и четыре У-хромосомы. Любо- окрашенные С-методом, с указанием районов 
пытно, что у ехидны происходит взаимной гомологии (а) и нановалент, 

в профазе первого деления мейо- образуемый ими в профазе мейоза (6) 

за. Мы могли бы предположить, 

что там образуется четыре бивалента ХУ и один унивалент Х. Однако в дей- 
ствительности плечи четырех Х- и пяти У-хромосом гомологичны друг дру- 
гом «со сдвигом» на одно плечо. В результате девять хромосом образуют один- 
единственный нановалент, конъюгируя друг с другом по цепочке (рис. 10.2”). 


10.4.5. Гомология половых хромосом и аутосом 


Возникновение систем определения пола более чем с одной парой половых 
хромосом довольно просто себе представить. Если происходит реципрокная 
транслокация (разрыв и неправильное воссоединение двух негомологичных хро- 
мосом, приводящее к тому, что они обмениваются участками), объединяющая 
У-хромосому с плечом одной из аутосом, то при скрещивании с нормальными 
самками, имеющими эту аутосому в интактном виде, объединенная хромосома 
будет в мейозе конъюгировать не только с Х-хромосомой, но и с этой аутосо- 
мой в виде тривалента. Единственный вариант расхождения такого тривалента 
в анафазе, при котором важные хромосомные фрагменты не теряются, а гаметы 
жизнеспособны, это когда Х-хромосома и аутосома будут отходить в анафазе 
первого деления к другому полюсу. Таким образом, бывшая аутосома в интакт- 
ном виде начинает наследоваться как Х-хромосома и превращается во вторую 


`Кепи её а. 2007. Сепоште В10]09у 8:243; цит. по: Жимулев И.Ф., Коряков Д.Е. Хро- 
мосомы. Структура и функции. Новосибирск: Изд-во СО РАН, 2009. 258 с. 
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Х-хромосому. В соответствии с закономерностями своего наследования транс- 
лоцированная (объединенная) хромосома является теперь новой У-хромосомой. 
Заметим, что наличие второй Х-хромосомы обязательно для самок, так как, не 
имея новой, дополненной аутосомным фрагментом У-хромосомы, они лиши- 
лись бы и генетического содержания фрагмента бывшей аутосомы. 

Транслокация аутосомы на Х-хромосому при скрещивании с нормальны- 
ми мухами аналогичным образом приведет к превращению этой аутосомы вин- 
тактном виде во вторую У-хромосому. В отличие от «законной» У-хромосомы, 
она будет иметь полезное генетическое содержание, но ни самки, ни самцы не 
останутся без него, поскольку их нео-Х-хромосома теперь несет плечо, гомо- 
логичное вовлеченное в этот обмен аутосоме. По этой причине особой необхо- 
димости во второй нео-У-хромосоме не имеется, и в ходе эволюции она может 
либо остаться в кариотипе, либо утратиться. 

На рис. 10.3` показаны кариотипы трех родственных видов ОтозорИйЙа, 
причем ортологичные хромосомы обозначены одинаковыми цветами, а пле- 
чи — буквами. Один из них — уже знакомая нам Р. тейповаяег. На осно- 
вании данных по другим видам есть основания считать, что общий предок 
этой группы имел аналогичный кариотип. У другого вида, О. рзеидоов5сита, 
Х-хромосома посредством транслокации присоединила к себе одно из плеч 
больших аутосом, сделав эту аутосому акроцентрической, а сама превратилась 
в метацентрическую. Второй У-хромосомы при этом не возникло”. Кариотип 
р. тйапаа отличается от кариотипа О. рзеидоов5сита дальнейшей перестрой- 
кой — транслокацией У-хромосомы на аутосому С. В результате сама по себе 
бывшая аутосома С превратилась во вторую Х-хромосому. 

Х-хромосома консервативнау эутериев (сумчатых и плацентарных млеко- 
питающих) и гомологична хромосомам 1 и 4 курицы. /-хромосома курицы го- 
молгична хромосоме 9 человека. При этом Х-хромосома эутериев гомологична 
хромосоме 6 утконоса, а /-хромосома птиц — хромосомам ХЗ и Х5 утконоса. 
Половые хромосомы змей гомологичны аутосомам птиц и млекопитающих, 
половые хромосомы птиц и млекопитающих — аутосомам змей. 

Картина совершенно ясна — даже в пределах позвоночных половые хро- 
мосомы многократно возникали из аутосом вместе с соответствующими им 
системами определения пола. Таким образом, две противополжные системы, 
с геторогаметным мужским и женским полом, не эволюционировали одна 
в другую путем «операции по смене пола», когда Х-хромосома превращалась 
бы в 7-хромосому, а У-хромосома — в \/-хромосому путем переключения 


`Жимулев И. Ф., Коряков Д.Е. Хромосомы. Структура и функции. Новосибирск: 
Изд-во СО РАН, 2009. 258 с. 

“Еще одна перестройка не коснулась половых хромосом и состояла в разделении 
метацентрической аутосомы с плечами В-С на две акроцентрические. 
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Рис. 10.3. Кариотипы трех видов дрозофил, имеющих последовательные перестройки 
кариотипа: ОтозорИйЙа теаповаяет (исходный кариотип с Х-хромосомой, 
представленной единственным плечом А), О. рзеидооб5сита (с транслокацией плеча 
Г одной из аутосом на Х-хромосому и расщеплением метацентрической аутосомы 
ВС на две акроцентрические) и О. т!ганаа (с транслокацией акроцентрической 
аутосомы С на У-хромосому, что превращает нетранслоцированную копию этого 
плеча во вторую Х-хромосому) 


на противоположные программы развития пола, определяемые такими хро- 
мосомными сочетаниями, а всякий раз возникали 4е поуо. 

«Немного утешает» лишь тот факт, что у Капа тгизоза ХУ- и 7М- 
хромосомы возникли из одной и той же пары гомологичных хромосом. Так 
и должно было получиться, исходя из описанной ниже гипотезы возникно- 
вения половых хромосом. 


10.5. Роль половых хромосом в определении пола 


10.5.1. Роль половых хромосом в определении пола у дрозофилы 


Кариологическая система определения пола у дрозофилы и млекопитаю- 
щих, на первый взгляд аналогичная, существенно отличается в деталях. Нач- 
нем с дрозофилы. 
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Ранее мы уже ознакомились с тем фактом, что у дрозофилы индивидуумы 
с кариотипом ХО — это стерильные самцы, ХХУ — фертильные самки, ХХХ — 
стерильные суперсамки. Таким образом, У-хромосома не имеет отношения 
к определению пола, но необходима для мужской стерильности. 

Детали кариологического механизма определения пола у дрозофилы 
выяснил К. Б. Бриджес из лаборатории Моргана, который обнаружил не- 
расхождение половых хромосом. Его статья на эту тему вышла в журнале 
«5‹епсе» в 1921 г. 

В одном из скрещиваний Бриджес получил 96 самок, 9 самцов и около 
80 интерсексов — крупных мух с грубыми щетинками, неровными краями 
крыльев и, как правило, с половыми гребешками (орган на передних ногах сам- 
цов), с брюшком промежуточного характера, обычно с женскими наружными 
гениталиями и семяприемником; их гонады представляли собой или оварии, 
или одна из них была оварией, а другая — семенником либо оварией с фраг- 
ментом семенника. Интерсексы оказались бимодальным классом и распада- 
лись на интерсексов более женского типа, которые могли не иметь половых 
гребешков, и более мужского, часто с мужскими наружными гениталиями. 

По фенотипическому проявлению аутосомных генов потомство расще- 
плялось таким образом, как если бы они могли получать от матери не одну, 
а две хромосомы. Проявление одного доминантного аллеля цвета глаз и фор- 
мы крыльев (тен Рейа) против двух рецессивных отличалось от фенотипа 
обычной геретозиготы. Интерсексы оказались триплоидными по хромосомам 
2 и 3, диплоидными в отношении Х-хромосомы, количество же небольшой 
хромосомы 4 изменялось от двух до трех, и они либо имели, либо не имели 
У-хромосому. Оказалось, что в исходной линии около 10 % самок были три- 
плоидны, отличались большими размерами и опять-таки грубыми щетинка- 
ми. Именно триплоидная самка участвовала в аномальном скрещивании. Хо- 
роший вопрос — откуда они там взялись. Дело в том, что исходная линия мух 
характеризовалась нарушениями женского мейоза, при котором образовыва- 
лось некоторое количество диплоидных яйцеклеток. 

Но что же происходит у триплоидных организмов в ходе даже нор- 
мального мейоза, имеющего в кариотипе не две, а три гомологичные хро- 
мосомы? В профазе все три находят друг друга и приступают к спариванию. 
Но спаривание возможно только между двумя хромосомами, и какие имен- 
но две из трех окажутся спаренными на данном участке вдоль хромосомы, 
решает случай. В результате образуются триваленты, в каждой точке своей 
длины представленные двумя спаренными и одной неспаренной хромосо- 
мой. В анафазе первого деления триваленты разрешаются случайным об- 
разом так, что к одному полюсу отходят два гомолога, а к другому — один. 
Как следствие, образуются гаметы с разным сочетанием количества ауто- 
сом и половых хромосом. 
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Среди жизнеспособного потомства не оказывается особей, имеющих 
разное количество больших аутосом 2 и 3 (принято говорить — анеуплоидов 
по аутосомам 2 и 3). По-видимому, такой дисбаланс несовместим с жизнью об- 
разующейся зиготы (а геном гамет у дрозофилы не работает вообще). Напро- 
тив, количество маленькой аутосомы 4 не имеет большого значения. Поэто- 
му мы можем исключить из рассмотрения образующегося потомства гаметы 
с несовпадающим количеством хромосом 2 и 3, игнорировать количество хро- 
мосомы 4 и рассматривать только гаметы с тем или иным количеством одно- 
временно хромосом 2 и 3. Назовем эти две хромосомы аутосомным набором 
и обозначим буквой А. Количество Х-хромосом может варьировать, как мы 
уже знаем из нормального хромосомного определения пола у дрозофилы. Та- 
ким образом, в потомстве триплоидов мы будем иметь гаметы с кариотипами 
АХ, АХХ, ААХ иААХХ. При оплодотворении нормальными сперматозоидами 
АХ и АУ они дают зиготы ААХХ, ААХУ, ААХХХ, ААХХУ, АААХХ, АААХУ, 
АААХХХ и АААХХУ. 

Бриджес предположил, что пол у дрозофилы определяется соотношением 
числа аутосомных наборов и Х-хромосом и что его интерсексы имеют кариот- 
пы АААХХ и АААХХУ, т. е. соотношение, промежуточное между таковым сам- 
цов и самок. Два наблюдавшихся типа интерсексов отличались количеством 
в кариотипе хромосомы 4: если их две, то получался «женоподобный» интер- 
секс, а если три, как и хромосом 2 и 3 — то «мужеподобный». Таким образом, 
хромосома 4 имеет некий вклад в «общую дозу» аутосомного набора. 

И действительно, перечисленные выше кариотипы зигот дают следующие 
«половые» фенотипы (рис. 10.4). 

ААХХ — соотношение количества Х к количеству А — 1:1, самка; 

ААХХУ — соотношение ХкА — 1:1, самка; 

АААХХХ — соотношение ХкА — 1: 1, самка, триплоидная; 

ААХХХ — соотношение Х к А — 1,5 : 1, суперсамка (обычно не выжи- 
вают); 

ААХУ — соотношение ХкА — 1:2, самец; 

АААХХ — соотношение ХкА — 1: 1,5, интерсекс; 

АААХХУ — соотношение ХкА — 1: 1,5, интерсекс; 

АААХУ — соотношение Хк А -— 1: 3, суперсамец (обычно не выжи- 
вают). 

На рис. 10.4 обращает на себя внимание незначительность отличий. Од- 
нако человеку, ежедневно внимательно просматривающему многие сотни мух, 
заметить их, по-видимому, не составляет особой проблемы. 


`Жимулев И.Ф. 2003. Общая и молекулярная генетика. Новосибирск: Новоси- 
бирское университетское издательство 
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Рис. 10.4. Фенотипы дрозофилы в зависимости от доз аутосом и половых хромосом: 
а — самец (ААХУ); б — самка (ААХХ); в — маскулинный интерсекс (АААХХ, 

три дозы хромосомы 4); г — фемининный интерсекс (АААХХ, две дозы хромосомы 
4); д — суперсамка (ААХХХ); е — суперсамец (АААХУ) 


Томас Морган не разделял энтузиазма Бриджеса относительно «балансо- 
вой теории пола», поскольку справедливо замечал, что она не добавляет ново- 
го знания, а лишь описывает факты: никто не сомневается, что в половых хро- 
мосомах находятся гены, определяющие пол, но никому не известно, что они 
собой представляют. В настоящее время природа этих генов стала известна, 
и мы рассмотрим ее в пл. 11. 

Следует заметить, что первым «балансовую теорию» определения пола 
предлжил Р. Гольдшмидт для непарного шелкопряда в 1910 г. 


10.5.2. Роль ПОЛОВЫХ хромосом в определении пола у человека 


В гл. 9, посвященной наследованию, сцепленному с полом, мы ознакоми- 
ЛИСЬ С результатами нерасхождения половых хромосом у дрозофилы, ПОСКОЛЬ- 
ку это явление сказывалось на картине наследования сцепленных с полом 
признаков, и тем самым усложняло ее. Для того, чтобы увидеть существенную 
разницу между на первый взгляд сходной картиной кариотипического опре- 
деления пола у дрозофилы и человека, нам нужно рассмотреть нерасхожде- 
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ние половых хромосом также и у человека. У многих людей, получившихся 
из гамет, которые образовались после нерасхождения половых хромосом, на- 
следников не бывает, а появляются они в семьях, как и всегда у человека, недо- 
статочно многочисленных для статистического анализа. И в то же время сами 
такие люди встречаются не так уж редко. И если у дрозофилы неопытный глаз 
не различит даже простых самца и самку, то у человека мы способны замечать 
даже тонкие отклонения от нормального фенотипа. Два варианта нерасхожде- 
ния хромосом у человека приводят к хорошо известным наследственным син- 
дромам, названным по именам ученых, впервые их описавших. 

С частотой около 1 : 2500 (0,04 %) рождаются девочки с синдромом Терне- 
ра (также известного как синдром Мюллера - Тернера и синдром Шерешевско- 
го - Тернера). Им свойственны низкорослость, избыточный вес, неправильное 
сложение, расширенные ладони и ступни с уменьшенными ногтями, укоро- 
ченная шея с крыловидными складками, низкая линия волос, низкое располо- 
жение ушей, множественные родинки, пороки сердца (рис. 10.5', 6), высокое 
давление, нарушение развития почек (подкововидной формы), психический 
инфантилизм при нормальной социальной адаптации (причем интеллекту них 
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Рис. 10.5. Синдромы Клянфельтера (а) и Тёрнера (6) 


`зупаготер1сигез.соп/КИпеЕКег-з-зупаготе-р1сагез/ 


274 Глава 10. Определение пола: основные типы и кариологические механизмы 


развит нормально, но имеются проблемы с пространственным воображением 
и ориентацией и, как следствие, с невербальным обучением). Девочкам с син- 
дромом Тернера также свойственно полное недоразвитие гонад: вместо яични- 
ков имеются тяжи соединительной ткани. Полового созревания не происходит 
вообще. Вспомним, что в случае синдрома андрогенной нечувствительности 
присутствуют мужские гонады, а вместо мужского фенотипа развивется жен- 
ский, поскольку андрогены вследствие ароматизации превращаются в эстра- 
гены. Здесь же у нас вообще нет ни половых гормонов, ни гонад. Тем не менее, 
фенотип остается женским, и женские половые органы нормально развиты, 
за исключением яичников. Мы уже знаем, что эти органы возникают на основе 
мюллерова протока эмбриона, поэтому можно заключить, что в данном случае 
не производится и антимюллеровский гормон. Это и не удивительно, так как 
он производится клетками Сертоли мужских гонад. Мы приходим к следую- 
щим выводам: 

а) женский пол у человека является полом «по умолчанию»; 

6) если не развиты первичные половые признаки (гонады), то не развива- 
ются и вторичные, связанные с половым созреванием. 

Остается узнать, с какой аномалией кариотипа связан синдром Тернера. 
Оказывается, такие девочки имеют кариотип ХО. У дрозофилы они были бы 
стерильными самцами, у нас же получаются стерильные самки. Однако нуж- 
но заметить, что мы видим только верхушку айсберга, поскольку у человека 
до рождения доживает лишь около 1 % всех зигот с кариотипом ХО — с это- 
го кариотипа начинается примерно 3 % всех беременностей, однако развитие 
99 % таких эмбрионов прерывается в первом триместре. Более того, девочки 
с синдромом Тернера чаще всего оказываются мозаиками по присутствию- 
отсутствию второй Х-хромосомы в разных тканях. И опять-таки у близких 
эволюционных родственников все по-разному — у мыши кариотип ХО пред- 
ставлен нормальными фертильными самками! 

Логически следующая хромосомная аномалия, кариотип ХХХ (принято 
говорить трисомия по Х), возникающая с частотой 1 : 1000 (0,1%) среди дево- 
чек, на удивление не дает заметного фенотипа, который можно было бы отли- 
чить от нормального и назвать каким-нибудь синдромом. Отмечается несколь- 
ко повышенный рост, склонность к акне, иногда отклонения в умственном 
развитии, возникающие, скорее всего, просто потому, что интеллект — это са- 
мый «капризный» из интегральных признаков, контролируемых множеством 
генов, и даже незначительные его нарушения в случае нашего биологического 
вида резко бросаются в глаза. Как мы помним, самки дрозофилы ХХХ были 
маложизнеспособны и имели множественные нарушения развития. 

Обобщая два рассмотренных случая, можно заключить, что одной дозы 
Х-хромосомы (вернее, каких-то конкретных генов, которые в ней локализо- 
ваны) совершенно недостаточно для развития женских гонад (и, как правило, 
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организма в целом), две — достаточны, тогда как избыточная доза не оказыва- 
ет заметного эффекта. 

С частотой также около 1 : 1000 (0,1 %) рождаются мальчики с синдро- 
мом Кляйнфельтера. Им свойственны высокий рост, длинные конечности, не- 
которая фемининность, как то: склонность к равномерному ожирению, менее 
развитая борода и облысение, более развитые соски, а также широкие бедра, 
узкие плечи (рис. 10.5, а); апатичность, безынициативность, внушаемость, 
иногда трудности с освоением языков (и даже родного языка). Также отмеча- 
ется низкий уровень продукции тестостерона и как нередкое следствие — бес- 
плодие, иногда уменьшенные гонады. Описываемому синдрому соответствует 
кариотип ХХУ — у дрозофил это были бы нормальные самки. Любопытно, 
что кариотип ХХУ встречается примерно в два раза чаще (1 из 500, 0,2 %), чем 
выявляется синдром Кляйнфельтера, но это связано не с бимодальностью фе- 
нотипа в пределах класса, а с незначительностью и нечеткостью симптомов 
синдрома в отличие от нормы. 

У нас остался последний аномальный кариотип ХУУ. Он встречается с ча- 
стотой опять-таки примерно 1 : 1000 (0,1 %). Для его носителей характерен уско- 
ренный рост и повышенный в среднем на 7 см против популяционного средне- 
го окончательный рост, а также относительно крупные кисти и ступни. Кроме 
того, в литературе упоминается высокое переносье и склонность к акне (какиу 
женщин с тремя Х-хромосомами). Имеет место некоторое снижение интеллек- 
та, которое очень трудно зарегистрировать. Из исследований близнецов, когда 
внешние условия интеллектуального развития максимально сближены, а так- 
же имеется генетическое сходство, получается, что носители данного кариотипа 
имеют значение 1©), сниженное на 10-12 пунктов по сравнению с нормальными 
близнецами. Примерно у половины носителей кариотипа наблюдаются пробле- 
мы с обучением. Также есть утверждения, что такие мужчины хуже контроли- 
руют свои эмоции, и более всего обсуждается приписываемая носителям тако- 
го кариотипа склонность к антисоциальному поведению. Они представлялись 
в виде эдаких «суперсамцов» с гипертрофированными известными свойствами 
мужской психики, такими как независимость, инициативность, активность, сек- 
суальность, агрессивность. Более корректные метаисследования показали, что 
склонность кантисоциальному поведению уних все-таки отсутствует, а несколь- 
ко повышенная доля носителей кариотипа среди преступников связана с общим 
снижением интеллекта и, как следствие, социальной адаптацией. В целом же это 
единственный аномальный кариотип в отношении половых хромосом, эффект 
которого сходен с таковым у дрозофилы — это, в общем-то, нормальные самцы. 

Осталось коснуться вопроса возникновения описанных кариотипов, анеу- 
плоидных по половым хромосомам. Наиболее вероятным выглядит нерасхожде- 
ние половых хромосом в первом делении мейоза, причем мы ожидаем большей 
частоты нерасхождений мужского бивалента ХУ, несовершенного в силу ограни- 
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ченной гомологии его участников, чем женского бивалента ХХ, образованного 
полностью гомологичными хромосомами. Результатом такого нерасхождения бу- 
дут кариотипы ХО и ХХУ. И действительно, именно они имеют наибольшую часто- 
ту среди зигот — до 3 % зигот с кариотипом ХО. Нерасхождение двух Х-хромосом 
должно давать аномальные кариотипы зигот ХХХ и опять-таки ХХУ и ХО. 

Поскольку У-хромосома может прийти только от отца, у которого (в нор- 
ме) она представлена в кариотипе в единственном экземпляре, для объяснения 
кариотипа ХУУ мы должны предположить возможность такого события, как 
нерасхождение двух сестринских хроматид У-хромосомы во втором делении 
мейоза. Оно представляется гораздо более редким, потому что второе деление 
представляет собой по сути митоз, который обычно проходит без наруше- 
ний. По-видимому, такой кариотип образуется, действительно, реже анома- 
лий по числу Х хромосом, что мы и увидим, если будем исходить не из частоты 
встречаемости пациентов, а из частоты образования зигот. Кариотип ХУУ мо- 
жет не только возникнуть &е поуо, но и быть унаследованным от такого же отца, 
поскольку фертильность его носителей не нарушена. Но и носители аномальных 
кариотипов с лишними Х-хромосомами могут получаться в потомстве матерей 
с кариотипом ХХХ, фертильность которых не нарушена, отцов ХХУ, некоторые 
из которых фертильны, и от тех же отцов ХУУ. (Не кажется ли вам, что это исто- 
рия семьи Тарли, где Сэм, фенотип которого в точности соответствует синдрому 
Кляйнфельтера, родился у жесткого и воинственного Рэндилла?) 

Обобщив изложенную информацию, мы заключаем, что все индивидуу- 
мы, у которых есть У-хромосома, — мужчины, а все, у которых ее нет, — жен- 
щины. Таким образом, У-хромосома несет некий доминантный фактор, пере- 
ключающий развитие с женского пола на мужской. (Эта картина осложнена 
одним обстоятельством: носительницы кариотипа ХО — неполноценные жен- 
щины и являют нам четкий, хорошо отличимый от нормы синдром.) Мы при- 
ходим к неизбежному выводу, что у человека хромосомой, определяющей пол, 
является У-хромосома, в противоположность дрозофиле, у которой пол опре- 
деляется Х-хромосомой. Косвенным образом это подтверждает наше априор- 
ное убеждение, что в качестве узлового триггера, переключающего развитие 
между полами, достаточно одного генетического фактора. 


10.5.3. Роль половых хромосом в определении пола 
у других организмов 


Для искателей эволюционной логики спешу сообщить, что у комнатной мухи 
(Миса дотезйса), представительницы того же подотряда двукрылых, что и дро- 
зофила, пол определяется, подобно человеку, доминантным мужским фактором 
М на У-хромосоме, а не балансом Х-хромосом и аутосом, как у дрозофилы. 
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В некоторых популяциях фактор М «перекочевывает» на аутосому или 
даже на Х-хромосому, поэтому все мухи имеют две Х-хромосомы, У-хромосома 
утрачивается, а мужской или женский пол определяются наличием или отсут- 
ствием в кариотипе хотя бы одной хромосомы, несущей фактор М. Не исклю- 
чено даже, что этот фактор входит в состав мобильного элемента. 

Более того, в некоторых популяциях фактор М оказывается локализован- 
ным во всех Х-хромосомах, т. е. присутствует в гомозиготе у всех особей, ко- 
торые, тем не менее, бывают двух полов. В этом случае за определение пола 
ответственен другой фактор Ё, расположенный в аутосоме 4. Собственно, 
молекулярный продукт именно этого фактора направляет развитие зиготы 
мухи по женскому пути. Экспрессия нормального аллеля Ё подавляется про- 
дуктом фактора М, на чем и основано развитие по мужскому пути в «нормаль- 
ных» популяциях, причем мужской пол у комнатной мухи является полом 
«по умолчанию». В аномальных популяциях, мономорфных по присутствию 
М в Х-хромосоме всех особей, встречается аллель РЁ”, направляющий развитие 
по женскому пути, не будучи подвержен подавляющему действию М. Таким 
образом, на наших глазах два гена поменялись местами в самом начале регуля- 
торного каскада, приводящего к развитию разных полов. 

Подобные различия механизма определения пола в пределах двукрылых 
и даже в пределах единственного вида — комнатной мухи — говорят о том, что 
преобразование систем определения пола — эволюционно гораздо более бы- 
стрый процесс, чем дивергенция внутри отрядов насекомых. 

У части бабочек (например у тутового шелкопряда) ключевым для раз- 
вития самки также является присутствие \М/-хромосомы, у других (например 
у непарного шелкопряда) — соотношение половых хромосом и аутосом. У не- 
матод также работает балансовый механизм. 

У растений тоже найдены оба механизма: у щавеля имеет значение баланс 
Х-хромосом и аутосом, у папайи — фактор на У-хромосоме, супрессирующий 
(полностью или частично) образование женских цветков. 


10.6. Возникновение половых хромосом 


Как мы видим, половые хромосомы возникали независимо, многократ- 
но и аналогичным образом у разных групп организмов. За всем этим должен 
стоять какой-то механизм, каковых предложено несколько. Один из наиболее 
правдоподобных выглядит следующим образом. 

История начинается с гермафродита или, что более вероятно, с организ- 
ма, у которого пол определялся эпигамно. При этом у него в некоей паре 
аутосом имелся локус М, функция которого была необходима для мужской 
фертильности. Случайным образом в этом локусе произошла аморфная му- 
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тация М - т, такая что гомозиготы по этой мутации и хромосоме (прото-Х) 
теряли способность производить мужские гаметы и могли быть только сам- 
ками. В другом «экземпляре» той же хромосомы (прото-У) в неком локусе 
возникла доминантная мутация, подавляющая женскую фертильность р > 
Ез’. Носители хотя бы одной такой хромосомы теряли способность произ- 
водить женские гаметы и могли быть только самцами. Пока не исчезла ис- 
ходная, немутантная хромосома, у нас будут сохраняться и организмы с пер- 
воначальным определением пола — гомозиготы по исходной хромосоме или 
гетерозиготы по исходной хромосоме и хромосоме с мутацией М > т. 

Затем предполагаются еще три случайных события: 

1) оба типа мутантных хромосом попадают в одну и ту же популяцию, или 
исходно возникают в одной и той же популяции; 

2) у гетерозигот по нарождающимся половыми хромосомам между эти- 
ми локусами сделалась невозможной мейотическая рекомбинация (допустим, 
вследствие инверсии, возникшей в одной из них, — об этих вещах мы будем 
говорить позже); 

3) «нормальная» хромосома с немутантными локусами фертильности из по- 
пуляции исчезает и более не может быть синтезирована из немутантных посред- 
ством рекомбинации. С этого момента все особи могут быть либо самцами (если 
уних есть прото-У), либо самками (если у них нет прото-У, а только прото-Х). 

Итак, мы, по сути, предполагаем целых пять независимых случайных со- 
бытий, каждое из которых скорее неблагоприятно, так как связано с потерей 
какой-то функции (с другой стороны, они открывают возможность специали- 
зации полов). Образующиеся мутации должны были бы исчезнуть в резуль- 
тате естественного отбора, но вполне могли бы и закрепиться в очень малых 
популяциях, в которых возможности естественного отбора весьма невелики, 
а роль случайных процессов повышена (многие виды в своей истории прохо- 
дили такую «стадию бутылочного горлышка»). Как мы видим, из этих мутант- 
ных событий самым важным оказывается подавление кроссинговера между 
двумя мутантными хромосами. 

Исходя из отношений доминантности двух мутаций по фертильности, сам- 
цы теперь могли бы быть гетеро- и гомозиготными по прото-У, а самки — только 
гомозиготными по прото-Х. Однако гомозиготы по прото-У невозможны пото- 
му, что такая хромосома (как и наша У-хромосома) может прийти только от отца, 
но не может от матери, поскольку мутация Ё5 исключает женскую фертильность 
у ее носителей. За счет того, что теперь прото-У хромосома существует только 
в гетерозиготе, в ней могут возникать рецессивные летали, которые «спасались» 
бы нормальным аллелем в прото-Х. В то же время прото-Х не может накапливать 
рецессивные летали, так как это привело бы к исчезновению самок, которые го- 


“Названия локусов здесь условны. 
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мозиготны по этой хромосоме. Кроме того, за счет рекомбинации между двумя 
прото-Х, которая не нарушена, всегда имеется возможность получить хромосо- 
му без леталей в качестве результата рекомбинации в мейозе. Прото-У лишена 
такой возможности, так как встречается только в гетерозиготе с прото-Х и как 
мы условились, не может с ней рекомбинировать. Поэтому она под прикрытием 
прото-Х, начинает накапливать летали, т. е. терять осмысленное генетическое 
содержимое. Такой механизм называется «храповик Мёллера» — храповик как 
механизм, обеспечивающий движение только в одну сторону. Название предло- 
жено в честь Германа Мёллера, предложившего механизм накопления мутаций 
при запертом кроссинговере". Если мы посмотрим с этой точки зрения на поло- 
вые хромосомы, то можем прийти к выводу, что У-хромосома есть Х-хромосома, 
в генетическом отношении деградировавшая почти полностью, за исключением 
псевдоаутосомных регионов. 

В У-хромосоме человека мы как раз находим доминантный фактор, по- 
давляющий женскую фертильность и заодно стимулирующий мужскую (см. 
ниже). СравнениеХ- и У-хромосом эутериев, к которым относимся и мы свами, 
показало, что они дивергировали друг от друга 160 миллионов лет назад, т. е. 
в Юрском периоде. Сравнение дивергировавших ортологов, унаследованных 
Х- и У-хромосомой от предковой пары аутосом, показало, что в эволюции 
имело место четыре события, расширивших зону подавленной рекомбина- 
ции между Х- и У-хромосомами. Причем в это подавление вовлекались ин- 
версии, первая из которых совпадала с началом их дивергенции. У-хромосома 
насыщена многократно повторенными генами, экспрессирующимися в семен- 
никах и необходимыми для мужской фертильности. Такие гены достаточно 
плотно насыщают повтренные участки ДНК У-хромосомы, многие из которых 
представляют собой совершенные палиндромы. Повторенные гены имеют 
разное происхождение. Некоторые из них происходят от генов, присутство- 
вавших в предковой для половых хромосом паре аутосом, многие прявляют 
гомологию с некоторыми генами современных аутосом, а часть из них — даже 
с генами Х-хромосомы и явно происходят от них, будучи перенесенными 
в У-хромосому разными способами, прежде всего мобильными генетически- 
ми элементами. В У-хромосоме эти гены претерпели существенную эволюцию 
и амплификацию. Копии повторенных генов У-хромосомы, как правило, очень 
близки и даже идентичны друг другу, при этом они унифицированы актив- 
ной (несколько событий на поколение) генной конверсией (см. гл. 15). Все эти 
факты блестяще подтвердили старую гипотезу Р. Фишера о том, что для сво- 


`Мы сталкиваемся с немотивированным традиционным русским произношени- 
ем немецкой по происхождению фамилии Мег в случае данного конкретного амери- 
канского ученого; в Америке она произносится «Маллер», в Германии произносилась 
бы «Мюллер». 
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его сохранения в эволюции У-хромосома должна часто приобретать факторы 
мужской фертильности, причем преимущественно 4е пот, а не за счет генети- 
ческого материала, унаследованного от общего предка У- и Х-хромосом. 

В У-хромосоме дрозофилы мы также находим факторы, необходимые для 
мужской фертильности, но уже не находим доминантного фактора, подавляю- 
щего женскую фертильность. В то же время такой фактор найден у комнатной 
мухи. По всей видимости, У-хромосома возникала у двукрылых по тому же 
сценарию, что и у млекопитающих, а в эволюционной линии, ведущей к дро- 
зифоле, доминантный фактор, подавляющий женскую фертильность, был 
утерян. В том, что это вполне возможно, мы убедились воочию, зафиксировав 
пример такой потери даже в пределах вида комнатная муха. 

Возникновение 7\М/-хромосомных систем определения пола могло быть 
зеркально аналогично. Все дело в том, какие мутации по факторам фертиль- 
ности будут рецессивны, а какие доминантны. Системы ХО и 70 возникают как 
конечные стадии деградации половой хромосомы гетерогаметного пола, при 
этом на какой-то стадии эволюции находившиеся в них факторы фертильно- 
сти теряют свое значение в генетической системе определения пола. 

Как видим, половые хромосомы оказываются совсем не необходимо- 
стью, а неизбежным злом, возникающим под действием генетического дрейфа 
в малых популяциях и, как следствие, неспособности справиться с вредными 
мутациями в случае исключения кроссинговера между факторами, опреде- 
ляющими мужскую и женскую фертильность. Они многократно возникали 
4е пото у организмов, изначально не имевших сингамного определения пола. 
Именно эпигамное определение пола следует признать магистральным путем 
эволюции, сохранившимся, в частности, у таких продвинутым форм, как пре- 
смыкающиеся. Впрочем, насекомые, как правило, имеют половые хромосомы, 
атак как они составляют подавляющее большинство видов живых существ, то 
сингамное определение пола, по-видимому, более распространено по видам. 
Более того, как мы увидим далее, само существование половых хромосом ста- 
вит перед их носителями серьезную проблему, связанную с двукратным ва- 
рьированием дозы множества генов, которую всякий раз приходится решать 
а4 пос тем или иным способом. 
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ГААВА 11 


МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПОЛА 
И АОЗОВАЯ КОМПЕНСАЦИЯ 


11.1. Молекулярные механизмы определения пола 


11.1.1. Вводные замечания 


Различия в деталях, на первый взгляд, одной и той же кариологической 
системы определения пола у мухи и слона заставляют нас разобраться в ге- 
нетических механизмах определения пола, т. е. ответить на вопрос, какие же 
процессы приводят к тому, что развивается организм того или иного пола. Мы 
можем заранее предположить, что речь будет идти о регуляторных каскадах 
и сетях, в которых одни гены включают и выключают другие, и что, коль скоро 
речь идет о сложных многоклеточных организмах, ступеней в каскадах или 
узлов в сетях будет очень много. Поэтому нас будут интересовать самые пер- 
вые звенья этих каскадов, обычно связанные с половыми хромосомами. За- 
метим, однако, что у наших ближайших эволюционных родственников, имею- 
щих эпигамное определение пола, половых хромосом нет, а эти самые первые 
звенья, несомненно, есть. 

Приведенные ниже схемы определения пола у дрозофилы и млекопитаю- 
щих значительно упрощены и учитывают только главные сигналы и их глав- 
ные мишени. Отметим три обстоятельства. 

1. Различия в молекулярных механизмах определения пола выглядят го- 
раздо более сильными, чем в кариологической системе его определения. 

2. В реальности все биологические макромолекулы работают в окруже- 
нии и при взаимодействии со множеством других макромолекул, присутствие, 
количество и свойства которых также определяются соответствующими гена- 
ми, оказывающими влияние на любые рассматриваемые процессы, в том числе 
и на развитие половых признаков. 

3. Хотя приведенные ниже схемы фрагментов генных сетей показывают 
нам сцены из жизни молекулярных продуктов, кодируемых определенными 
отрезками ДНК, это знание во многом добыто методами классической гене- 
тики. За всем схемами стоит изучение фенотипов многих мутантных аллелей 
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каждого из задействованных локусов и их сочетаний, полученных в резуль- 
тате хитроумных скрещиваний. Это изучение сопряжено с чтением первич- 
ной структуры ДНК и выяснением конкретного содержания каждой мутации 
и ее последствий для функции молекулярного продукта. В случае дрозофилы 
и мыши многие мутации существуют в генетических коллекциях и поддержи- 
ваются в качестве лабораторных линий. В случае человека мы не можем объе- 
динять мутации в одном генотипе по своему усмотрению, однако практика со- 
временной медицины в развитых странах снабжает нас богатой информацией 
о влиянии на фенотип огромного количества одиночных мутаций, регистри- 
руемыху носителей того или иного синдрома. 


11.1.2. Механизм определения пола у дрозофилы 


Ключевым геном определения пола у дрозофилы является уже упоминав- 
шийся нами ген $ех [ета] (5х). Этот локус расположен на Х-хромосоме. Но, 
что удивительно, с механизмом определения пола его расположение на поло- 
вой хромосоме никак не связано. С точки зрения этого механизма ничего не 
изменилось бы, если бы он находился и в аутосоме". 

Ген 5х[ имеет два альтернативных промотора — ранний проксималь- 
ный и поздний дистальный. Пол зависит от того, каким образом 5х[ начнет 
транскрибироваться в эмбриональном развитии. А это, в свою очередь, за- 
висит от соотношения продуктов двух групп генов — «числителей» и «знаме- 
нателей». Числители находятся в Х-хромосоме: это $1/5е1е$5 а (515-а), яЯ51е1е$ 
Ь (5$15-6 — этот локус на поверку оказался давно известным локусом сие, кото- 
рый тем самым получил второе название), 5151е11е5$-с (515-с) и гииЕ. Расположение 
именно этих генов в Х-хромосоме превращает ее в хромосому, определяющую 
пол у дрозофилы. Знаменатели расположены в аутосомах: это 4еаарап (ари) 
на хромосоме 2 и некие другие. Кроме того, как мы помним из рассмотрения 
леталей, что уровень (но не тип) транскрипции 5х! активируется материнским 
продуктом гена даизШейез5 (аа), который тоже находится в Х-хромосоме, но 
не относится к генам-числителям, поскольку его продукт в данном случае по- 
ступает из материнского организма. Есть и еще один ген, белковый продукт 
которого, находящийся в цитоплазме яйцеклетки, также влияет на интенсив- 
ность транскрипции $21, но обратным образом, а именно подавляя ее. 

Соотношение продуктов генов-числителей и генов-знаменателей, соот- 
ветствующее соотношению Х-хромосом и аутосом 1 : 1, инициирует транс- 
крипцию с раннего промотора на стадии синцитиальной бластодермы. Если 


`У дрозофилы Х-хромосома составляет примерно пятую часть генома, какому- 
либо гену оказаться в ней немудрено. 
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числителей вдвое меньше или знаменателей вдвое больше (что соответствует 
соотношению Х : А =0,5), ранний промотор не активируется. Любопытно, что 
эффект числителей аддитивен, т. е. продукты разных генов-числителей взаи- 
мозаменяемы — гомозигота по нуль-аллелю одного из них приводит к тако- 
му же фенотипу, как и дигетерозигота по нуль-аллелю в двух из них. Лишние 
копии (допустим, введенные трансгенезом) 5$15-а и 55-6 приводят к тому, что 
мухи с кариотипом самцов развиваются в самок. Нуль-мутация в гетерозиготе 
по знаменателю ари при лишней копии числителей приводят к выбору самца- 
ми самочьего пути, а лишняя копия @ри при нуль-мутации по одному из чис- 
лителей — к выбору самцового пути самками (одного лишь изменения вдвое 
гена ари недостаточно). В этих случаях мы сталкиваемся с несоответствием 
пола кариотипу в отношении половых хромосом, что лишний раз подчеркива- 
ет, что нахождение гена 5х[ на Х-хромосоме не имеет отношения кего участию 
в определении пола. 

Все это становится возможным, поскольку вблизи раннего промотора 
расположено несколько повторенных сайтов связывания с белковыми про- 
дуктами генов-числителей и знаменателей. Мы видим, что балансовая теория 
Бриджеса, довольно справедливо казавшаяся бессодержательной Моргану, на- 
полнилась, наконец, реальным содержанием, так как тип транскрипции клю- 
чевого гена определения пола $1 зависит от баланса белковых продуктов не- 
скольких генов, кодируемых Х-хромосомой и аутосомами. 

Начиная со стадии клеточной бластодермы (когда ядра синцитиальной 
бластодермы наконец поделят цитоплазму на отдельные клетки) и затем в те- 
чение всей жизни мухи работает поздний промотор. Ранний промотор рас- 
положен в интроне между экзонами 1 и 2, с него начинается эмбриональный 
экзон Е1 (всего экзонов 9, первые два из них обозначаются 1 и Е1, остальные 
считаются с 2 до 8). Транскрипт с раннего промотора сплайсируется с эм- 
брионального экзона Е1 сразу до 4 экзона, с него считывается ранний белок 
ЗХГ. Транскрипт с позднего промотора не содержит экзона Е1 и подвергается 
альтернативному сплайсингу, поэтому он может содержать или не содержать 
экзон 3; его трансляция начинается с экзона 2. Функциональный белковый 
продукт гена 5х] имеет два РНК-связывающих домена. Ранний белок $ХГ, свя- 
зывается с МРНК, считываемой с позднего промотора, и блокирует акцептор- 
ный сайт сплайсинга третьего экзона, тем самым направляя альтернативный 
сплайсинг таким образом, что в процессированной мРНК отсутствует экзон 
3. В результате получается функциональный белок, отличающийся от раннего 
белка только первыми 25 аминокислотами. Поздний функциональный белок 
также связывается с мРНК своего собственного гена и в дальнейшем поддер- 
живает такой же тип его альтернативного сплайсинга, образуя тем самым пет- 
лю положительной обратной связи в генной сети. Именно такие эмбрионы, 
в которых имеется функциональный белок $ХГ, развиваются в самок. 
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Если соотношение белковых продуктов числителей и знаменателей тако- 
во, что ранний промотор не активируется, то ген 5х1 транскрибируется сразу 
с позднего промотора и сплайсируется по умолчанию, поэтому транскрипт 
включает третий экзон. Последний содержит два стоп-кодона, в результате чего 
функционального белка не возникает и транскрипция продолжает идти по это- 
му пути «по умолчанию». Такие эмбрионы развиваются в самцов. Заметим, что 
и уних совершенно бесполезная транскрипция с позднего промотора продол- 

жается всю жизнь. По- 


самки самцы видимому, это дешевле, 
2Х:2А 1Х:2А чем создавать специ- 
альный механизм для ее 
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+ @ 2х Е + ба 1х| 552 Схема регуля- 
313-С 5$5-С 
ции транскрипции 
- етс арп - етс арп 


и процессинга гена 5х1 
у дрозофилы показана 


вт ео тор Ри 6 тор на рис. 11.1". 
РКЕРАдДАА  РРЕныы За кадром остают- 
+ ся весь тот огромный 
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эксперименты, которые 


Е тоР тор потребовались для ре- 
КРААЛААААР = конструкции вышепри- 
ны + веденных молекулярных 
ити событий, что составля- 
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рассматриваем «всего 
лишь» — молекулярную 
Рис. 11.1. Схема регуляции транскрипции и процессинга биологию. Для этой ре- 
гена 5х[у самок (слева) и самцов (справа) дрозофилы конструкции потребова- 
лось множество разных 
мутаций по вовлеченным в систему генам, серии делеций, захватывающих, к при- 
меру, ранний промотор гена 5х4, трансгенно внедренные в геном те же самые гены, 
но под другими промоторами, множество скрещиваний соответствующих линий 
в разных сочетаниях и по разным схемам, а также анализ потомства. 
Кроме связывания с мРНК собственного гена, белок 5х] связывается также 
с МРНК гена апзюгтег (та) (хромосома 3), альтернативный сплайсинг которого 


`Емез РА., Кеуез Г. М., бсве Р. Мире гезропзе веет ш Ше зех-ефа| еайу 
ргогпоег епзаге #5 етае-зресс ехргезз1оп раЧеги // Моесшаг апа СеЙаг В1о]о5у. 
1995. Уо/. 15. Р. 904-917. 
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он, собственно, и должен регулировать. И снова повторяется такая же история. 
В присутствии функционального белка $ХТ, сплайсинг мРНК На приводит ктранс- 
крипту, состоящему из 1 и 3 экзонов и скоторого транслируется функциональный 
белок. Если же фукнционального $ХТ, нет, еще один акцепторный сайт оказывает- 
ся свободным, экзон 2 включается в транскрипт, а он, как вы уже, конечно, дога- 
дались, несет стоп-кодон и функционального белка не образует. Функциональный 
белок ТВА, в свою очередь, связывается с четвертым экзоном мРНК гена дои Ме 
5ех (4х) вместе с белком ТКА-2. В таком виде альтернативный сплайсинг мРНК 
4х идет так, что процессированная мРНК содержит экзоны 1-4 и дает белок 0$Х!. 
В отсутствие функционального белка ТКА (равно как и в отсутствии белка ТВА2) 
процессированная мРНК содержит экзоны 1-3, 5-6 и дает белок О$Х". 

Если до сих пору нас самка имела функциональный белок, а самец его не имел, 
то здесь впервые появляются два разных функциональных белка, которые запу- 
скают разные регуляторные каскады, приводящие к формированию разных полов. 
В частности, 05Х! активирует ген и/11%[е5$ (5), необходимый для развития гени- 
тального имагинального диска по самочьему пути, и блокирует ген десаренаре с 
(Ар), необходимый для его развития по самцовому пути (белковый продукт этого 
гена имеет множество функций, следовательно, многочисленные мутации имеют 
самый разный фенотип и образуют сложный комплементационный паттерн). В то 
же время О5Х т, наоборот, блокирует и и активирует арр. 

Молекулярные события, связанные с определением пола у дрозофилы, 
показаны на рис. 11.2”. 

Обратим внимание на три обстоятельства. 

1. Названия большинства упомянутых локусов, в порядке их расположения 
в регуляторном каскаде, переводятся как «не имеющий дочерей», «не имеющий се- 
стер», «карлик» (гип!), «половая леталь», «трансформер», «двойной пол», «бескры- 
лый». Эти названия даются по фенотипам, по которым ученые впервые узнали 
о существовании локусов. Как видим, мутации, выключающие нормальную функ- 
цию этих локусов, действительно часто приводят к аномалиям в половой сфере. 

2. Триггер, который принимает информацию от разных генов и форми- 
рует двоичный сигнал (есть-нет), определяющий пол организма (5х1), отделен 
двумя звеньями генной сети (через локус На) от триггера (45х), который непо- 
средственно направляет развитие организма по одному из половых путей, в 
самца или самку. Эти два звена всего лишь проводят двоичный сигнал и в ки- 
бернетическом отношении кажутся избыточными”. 


`Жимулев И. Ф., Коряков Д.Е. Хромосомы. Структура и функции. Новосибирск: 
Изд-во СО РАН, 2009. 258 с. 

“Однако функциональный продукт гена 5х|, помимо функции сигнала развития 
по самочьему пути, имеет и другую важную функцию — подавлять механизм дозовой 
компенсации, о чем речь пойдет ниже, и в этом отношении он вовсе не избыточный. 
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Рис. 11.2. Регуляция транскрипции и сплайсинга и передача сигнала в первых трех 
звеньях генной сети определения пола в соматических клетках самок (слева) и самцов 
(справа) дрозофилы. Курсивом обозначены локусы, прямым шрифтом — белковые 
продукты, а также ранний (РЕ) и поздний (РГ) промоторы 


3. Во всей системе определения пола у дрозофилы огромная роль принад- 
лежит альтернативному сплайсингу. Когда его открыли, казалось, что это эк- 
зотика. Однако выяснилось, что у многоклеточных это один из самых важных 
способов регуляции развития, для позвоночных даже еще более характерный, 
чем для беспозвоночных (у человека он имеется у 80 % белок-кодирующих ге- 
нов). Догма «один ген — одна полипептидная цепь» была хороша для нейро- 
споры и бактерий. У многоклеточных же альтернативный сплайсинг приво- 
дит к тому, что разных белков существует примерно на порядок больше, чем 
разных генов. Например, у дрозофилы известен ген О5сат (Рои’и зупатоте сей 
айеяоп тоесше) — фактор клеточной адгезии, контролирующий прораста- 
ние аксонов нейронов. Он имеет 95 экзонов и за счет альтернативного сплай- 
синга способен порождать 38 016 разных мРНК, т. е. в три раза больше, чем 
вообще имеется белок-кодирующих генов у дрозофилы (13,5 тысяч). 

Но и это еще не все. Вернемся к дрозофиле. Описанные выше процес- 
сы первоначального определения пола происходит в соматических тканях. 
В зародышевом пути также работает ген $хр, но не работают гены а и @&5х. 
При этом для первичной активации гена 5х1 сначала необходима активация 
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гена оуо, которая снова зависит от соотношения количества Х-хромосом и ау- 
тосом в самих зародышевых клетках, а также активация гена о, происходя- 
щая в соматических клетках под действием белка ОЗХЕ (т. е. в конечном счете 
опять-таки за счет активности там $х]). Его продукт ОТО уже поступает от- 
туда в клетки зародышевого пути. Для развития мужских половых клеток ну- 
жен продукт гена Оирайеа (Чра), также приходящий из соматических клеток 
самца. Заметим, что если в соматических клетках ген $х[ сам выяснял соотно- 
шение Х-хромосом и аутосом, то в клетках зародышевого пути он уступил это 
право гену. 

На рис. 11.3” приведена упрощенная схема, сопоставляющая регулятор- 
ные сигналы в клетках соматического и зародышевого пути дрозофилы. 

Здесь мы сталкиваемся с определением пола не автономно в каждой клет- 
ке, как в соматических клетках, а за счет взаимодействия разных клеток ор- 
ганизма. У млекопитающих указанный способ, наоборот, является главным 
в определении пола”. 


Соматические Клетки 
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Х:А ут 


и. 


{га 

ош 

Рис. 11.3. Регуляция | | 
транскрипции первых звеньев 9$х 


генной сети определения 
пола в клетках зародышевого 


пути у самок (слева) и самцов С 


(справа) дрозофилы. Курсивом 
обозначены локусы; ИРР — 

продукт одноименного гена, | 

ХиА — Х-хромосома и аутосомы УРО 


`Сазрег, уап Оогеп. Пеуеорглеги. 2006. У]. 133. Р. 2783-2791; цит. по Жиму- 
лев И.Ф., Коряков Д.Е. Хромосомы. Структура и функции. Новосибирск: Изд-во СО 
РАН, 2009. 258 с. 

“Вспомним, однако, гинандроморфов птиц, свидетельствующих о том, что и у по- 
звоночных автономное клеточное определение половых признаков также имеет место. 
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11.1.3. Механизм определения пола 
у некоторых других беспозвоночных 


Небезынтересно, что у других семейств двукрылых, например, у комнат- 
ной мухи, ортолог $х] не является переключателем пола, так как экспрессиру- 
ется и сплайсируется одинаково у обоих полов. У грибных комариков СеганиИу 
первичным переключателем является ортолог гена #'а, который создает анало- 
гичную петлю обратной связи, поддерживающую самочий тип альтернатив- 
ного сплайсинга. О5х — ключевой переключатель самих каскадов развития — 
очень консервативен, и его ортолог действует даже у пчел — он выполняет 
свою фукцию уже 270 млн. лет (с Пермского периода палеозоя, когда раздели- 
лись отряды двукрылых и перепончатокрылых), тогда как 5х1 определяет пол 
у дрозофилид всего около 60 млн лет (возраст этого семейства, появившегося 
чуть позже, чем вымерли динозавры). 

Молекулярный механизм определения пола у перепончатокрылых, к со- 
жалению, еще неизвестен. Пресловутый Сотрететшагу 5ех Айетттег (Сз4), 
гетерозиготность по которому делает перепончатокрылых самками, а гомо- 
зиготность или гемизиготность — самцами, гомологичен гену а дрозофилы 
(а значит, и такой ген работал в начале определяющей пол генной сети еще 
у общего предка двукрылых и перепончатокрылых). Он достигает 9 тысяч пар 
оснований в длину и содержит 9 экзонов (вспомним, однако, что а имеет все- 
го три). Никакой разницы в транкрипции и сплайсинге у полов не отмечено; 
белковый продукт имеет длину 401-428 аминокислотных остатков и включает 
серин-аргинин-богатый домен, гипервариабельный домен с тандемными по- 
вторами следующей структуры: {1-4 остатка аспарагина — 1 остаток тирози- 
на}, пролин-богатый домен. Известно 19 аллелей, которые дают, соответствен- 
но, 19 гомозиготных и 171 гетерозиготных генотипов. Имеется много замен 
в серин-аргинин и пролиновом доменах и инсерций и делеций — в гиперва- 
риабельном. Как все это работает — неизвестно. Репрессия транскрипции об- 
суждаемого гена превращает самку в самца, но не влияет на самцов. Таким 
образом, как и у мух, самцовый путь развития реализуется по умолчанию. 
По-видимому, гетерозиготность обеспечивает формирование активного бел- 
кового гетероагрегата, инициирующего развитие в самку, а у гомозигот фор- 
мируется неактивный гомоагрегат. Не исключено, что в данном случае как-то 
задействована межаллельная комплементация. Она должна была поддержи- 
ваться естественным отбором против диплоидных самцов (несущих диплоид- 
ную сперму, что приводит к анеуплоидии потомства). 

Мы не будем углубляться в молекулярные механизмы определения пола 
унаметоды Соепотнаб Иез @езаиз, изложенные (наряду с обсуждающимся здесь 
определением пола у дрозофилы и млекопитающих) в книге Д.Е. Корякова 
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и И.Ф. Жимулева (см. список рекомендуемой литературы). Они ничуть не ме- 
нее сложные и зависят от баланса количества Х-хромосом и аутосом (> = 3/4 — 
гермафродиты, <= 1/3 — самцы). Но их регуляция основана не на сплайсинге, 
а на передаче сигнала посредством рецепторного белка из цитоплазмы в ядро, 
где он связывается с белком, регулирующим транскрипцию. 


11.1.4. Механизм определения пола у млекопитающих 


Выяснение молекулярного механизма определения пола у млекопитаю- 
щих началось в 1940-х гг., когда путем пересадки зачатков гонад у эмбрионов 
кроликов было обнаружено, что автономно развиваются в отношении пола 
только гонады, а остальные половые признаки развиваются по женскому 
пути, если мужских гонад нет, и по мужскому — если они есть. Таким образом, 
у млекопитающих пол по умолчанию женский, в то время как мы помним, что 
у насекомых пол по умолчанию мужской. 

Закономерности половой принадлежности, наблюдаемые у анеуплоидов 
по половым хромосомам, однозначно свидетельствовали, что ключевой ген, 
переключающий развитие в мужском направлении, находится в У-хромосоме. 
Его обнаружили, исследуя мужчин ХХ, у которых он оказался перенесенным 
вместе с коротким плечом У-хромосомы с У-хромосомы на Х-хромосому. (За- 
метим, что нахождение в «женской половой хромосоме» никак не мешает ему 
определять мужской пол.) 

В настоящее время этот локус называется $КУ (5ех гетоп У). Он кодирует фак- 
тор регуляции транскрипции из семейства НМС-белков хроматина. Его продукт 
включает 204 аминокислотных остатка и способен к специфическому связыванию 
с ДНК и ее изгибанию. Наконец-то, в поле нашего зрения оказался короткий ген, 
не имеющий не только альтернативного сплайсинга, но и вообще интронов, а так- 
же ген фактора регуляции транскрипции, а не процессинга РНК. 

Вклетках-предшественниках зачатков гонад активны две конкурирующие 
партии генов, имеющих антагонистические продукты: женская партия пред- 
ставлена геном И/М№Т4, мужская — генами $ОХ9 (существует целое семейство 
$ОХ-генов, у млекопитающих их около 20, аббревиатура означает $гу-гее4 
НМС ох; к этому семейству, между прочим, относится и сам $ЁВУ) и ЕСЁ®. 
Без специфического мужского сигнала со стороны продукта гена $КУ ленивая 
мужская партия прекращает транскрипцию, в частности за счет подавления 
продуктом гена У/МТА, который также запускает регуляторный каскад на раз- 
витие по женскому пути. В результате клетки-предшественники превращают- 
ся в фолликулярные клетки. Если же в кариотипе присутствует У-хромосома 
с геном $КУ, то последний производит белок $ВУ, который связывается с ДНК 
в 5’-районе гена $ОХУ, и изгибает ее цепь, чем активирует транскрипцию $ОХ9. 
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До получения сигнала от 5КУ ген $ОХ9 экспрессируется на низком уровне, его 
белковый продукт остается в цитоплазме, будучи связанным с микротрубоч- 
ками, и не фосфорилируется. При получении сигнала, его экспрессия резко 
усиливается. В итоге возникает продукт, не связанный с микротрубочками, 
который фосфорилируется и поступает в ядро. 

Белок 50Х9, содержащий 509 аминокислотных остатков, также принад- 
лежит к семейству НМС-белков и способен к специфическому связыванию 
с ДНК и ее изгибанию. Экспрессия этого гена продолжается до рождения 
и далее происходит везде, где идет хондрогенез (образование хряща). 

$ОХ9 активирует ген ЕСРО, который подавляет экспрессию У/МТА, тем са- 
мым подавляя развитие клеток-предшественников в фолликулярные клетки, 
и запускает каскад экспрессии генов, приводящий к их превращению в клетки 
Сертоли — клетки, которые поглощают лишнюю цитоплазму сперматид, «вы- 
нашивают» растущие сперматозоиды и выделяют антимюллеровский гормон. 
Мы снова видим два избыточных в кибернетическом смысле звена — через 
ген $ОХ9, который всего лишь переда- 
ет двоичный сигнал от гена 5КУ к гену 
ЕСЕ9, который переключает регуля- 
торные каскады, будучи антагонистом 
И/МТА (рис. 11.4”). 

Примечательно следующее. 
| $1 1. Активность гена 5$КУ приводит 


Имт4 ИМТ4 


$21 —+ $КУ к дифференциации клеток Сертоли, 
лишь если она имеет место в опреде- 
ленном временном окне, а количество 
белка превышает некий порог. У мыши 
экспрессия гена $гу начинается на 10,5- 
й день развития, у человека — на 41-й 
день и достигает максимума на 44-Й. 


фолликулярные клетки ь 

клетки Сертоли Мутации с запаздывающей его акти- 

| | вацией не приводят к мужской диф- 

а р ференцировке. Это означает, что для 

| | экспрессии гена $ОХ9 нужна также 

мн вай экспрессия неких других генов, опре- 

деляющих это окно. 

Рис. 11.4. Схема регуляции генов первых 2. У мыши ген $гу вскоре после 
звеньев генной сети определения пола закрытия этого временного окна — 
у млекопитающих на 12,5-й день эмбрионального разви- 


`Жимулев И. Ф., Коряков Д.Е. Хромосомы. Структура и функции. Новосибирск: 
Изд-во СО РАН, 2009. 258 с. 


11.1. Молекулярные механизмы определения пола 291 


тия — заканчивает свою экспрессию. У человека же он экспрессируется еще 
в течение долгого времени, по-видимому, безо всякого биологического смыс- 
ла. Причем если путем трансгенеза ввести в геном мыши ген $гу под таким 
же промотором, так что его экспрессия не прекращается, то это не оказывает 
никакого эффекта. По-видимому, организму безразлично, будет ли этот ген 
экспрессироваться после положенного временного окна или нет. 

3. Для экспрессии генов 5КУ и 5ОХ9 нужны продукты еще нескольких 
генов, которые влияют на инициацию транскрипции, стабилизацию мРНК 
и т. п. Мутации по ним приводят к обращению пола, как и мутации по самим 
5ВУ и $ОХ9. 

Любопытны аморфные мутации (нуль-мутации) по $КУ, которые приво- 
дят к формированию так называемого синдрома Свайера, или ХУ-гонадальному 
дисгенезу. Поскольку ген $КУ находится в У-хромосоме, эти мутации встреча- 
ются только у кариологических мужчин, которые развиваются, как женщины. 
Однако они ничуть не напоминают цветущих женщин, имеющих синдром ан- 
дрогенной нечувствительности, т. е. ко всему прочему мужские гонады и муж- 
ской половой гормон в изобилии. Гонады при синдроме Свайера похожи на го- 
нады носительниц синдрома Тернера (однако носительницы синдрома Свайера 
не имеют отклонений за пределами гонад, характерных для синдрома Тернера) 
и представляют собой всего лишь полоски соединительной ткани‘. Полового 
созревание также не происходит. Небольшое количество тестостерона синтези- 
руется эндокринными железами, но его достаточно лишь для развития слабого 
лобкового оволоснения (которого вообще нет при полном выражении синдро- 
ма андрогенной нечувствительности). Воздействием эстрагенов и прогестерона 
носительниц синдрома Сваейра можно превратить в полноценных женщин, 
способных забеременеть при имплантации яйцеклетки и выносить плод. 

Нуль-мутации по $ОХ9 также приводят к обращению мужского пола в жен- 
ский, а его гиперэкспрессия — наоборот, к обращению женского в мужской. 

Возникает вопрос: что мешает гонадам носителей синдромов Тернера (т.е. 
кариотипа Х0) и Свайера (кариотип ХУ) развиться в нормальные женские го- 
нады, а им самим — в фертильных женщин, если молекулярная функция $КУ 
уних отсутствует, а копийность гена И/М1Т4 не нарушена, так как он находится 
в аутосоме 1? Пока на этот вопрос нет ответа. 

4. Ген 5КУ — недавнее эволюционное приобретение, и, судя по всему, его 
единственной задачей является активация $ОХ9. Как показывает анализ первич- 
ной структуры $КУ, этотген возник врезультате дупликации одного из5ОХ-генов 
одной из Х-хромосом (прото-У-хромосомы) после дивергенции однопроходных 
и остальных млекопитающих, но до дивергенции сумчатых и плацентарных. 


`Кстати, в обоих случаях высок риск рака этих самых неразвитых гонад, поэтому 
показано их удаление. 
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А вот ген $ОХ9 эволюционно консервативен и служит ключевым элементом 
определения пола практически у всех позвоночных (включая птиц, у которых 
бывают гинандроморфы, т. е. автономная половая дифференциация многих кле- 
ток). Даже его гомолог у дрозофилы участвует в развитии семенников. Мы снова 
видим эволюционную консервативность одного из половых триггеров. 

Получается, что лишним звеном в генной сети определения пола оказы- 
вается не $ОХУ, а снова, как и у дрозофилы, самый первый триггер пола — ген 
5ВУ. И действительно, есть плацентарные млекопитающие — три вида слепу- 
шонок и два вида японских колючих крыс, у которых $гу выпал”. У этих видов 
нет также и У-хромосомы, в итоге у самцов кариотип либо ХО, либо (у двух 
из трех видов слепушонок), как и у самок, — ХХ. Таким образом, у них триг- 
герный ген мужского развития фактически расположен на аутосоме. Эволю- 
ционная логика заставляет нас предположить, что эта аутосома может начать 
превращаться в нео-уУ. 


11.2. Дозовая компенсация 


11.2.1. Общие замечания 


Х-хромосома кодирует множество полезных генов, которые оказываются 
у самок в двойной дозе, а у самцов — в одинарной (гемизиготе). Такие вещи, как 
изменение дозы множества генов, не проходят для организма безнаказанно. Мы 
видели в случае генов, проявляющих доминирование, что организму зачастую 
неважно, содержится ли в ядре одна или две копии какого-то функционально- 
го гена (допустим, кодирующего фермент). Однако существуют гены, белковые 
продукты которых представляют собой управляющие сигналы для других генов 
и синтезируются в считанном количестве молекул. Кроме того, в каких-то узлах 
генной сети важно количественное соотношение продуктов нескольких генов, 
и такие примеры мы только что видели в избытке. Изменение дозы этих продук- 
тов может иметь критические последствия для организма. Поэтому изменение 
дозы генов в половых хромосомах должно быть чем-то скомпенсировано. Для 
этого эволюцией были выработаны механизмы дозовой компенсации. Они со- 
вершенно различны у дрозофилы и млекопитающих. Это и неудивительно, ведь 
мы убедились, что половые хромосомы возникали из аутосом множество раз 
независимо друг от друга в разных группах. Всякий раз хромосома, характерная 


- Заметьте, разные традиции вынуждают жонглировать регистром, записывая ген 
человека заглавными буквами, а гены остальных млекопитающих — строчными. Кстати, 
уотдельно взятого вида с развитой частной генетикой ортологи генов, известных у челове- 
ка или мыши, могут называться совершенно по-другому в силу исторических причин. 


11.2. Дозовая компенсация 293 


только для гетерогаметного пола, постепенно теряет генетическое содержание. 
Эта потеря, как мы уже говорили, сама по себе не служит никакой цели, а все- 
го лишь является результатом того, что эта хромосома не может рекомбиниро- 
вать ни с гомологичной ей хромосомой гомогаметного пола, так как кроссинго- 
вер между ними исключен, ни с себе подобной, поскольку всегда присутствует 
в одной копии и в гетерозиготе. Как автоматическое следствие этого обстоятель- 
ства, она накапливает [055-0-}ипсНоп (аморфные) мутации. В результате в хро- 
мосоме, имеющейся у гомогаметного пола, локусы, гомологичные утраченным, 
оказываются в одной дозе у гетерогаметного пола и в двух — у гомогаметного. 
Оба процесса — потеря генетического содержания в одной половой хромосоме 
и возникновение дозовой компенсации в другой — сопряжены, и второй следует 
за первым. В каждом случае, когда половые хромосомы возникали 4е иоуто, про- 
блема дозовой компенсации решалась также 4е поуо — с нуля и по-своему. В ре- 
зультате возникали разные и весьма сложные механизмы, основанные на меха- 
низмах общей регуляции генной активности в различных районах генома. 


11.2.2. Дозовая компенсация у дрозофилы 


Дозовая компенсация была обнаружена у дрозофилы Г. Мёллером 
и К. Штерном в 1930-е гг., а само понятие введено Мёллером в 1932 г. У дрозо- 
филы единственная Х-хромосома самца вдвое более трансркипционно актив- 
на, чем остальные хромосомы. Как сейчас известно, у самцов с ней связывается 
комплекс дозовой компенсации, М$Г.-комплекс (Мае зресйс [ета], или иначе 
он называется ОСС-комплекс (Дозе сотреизаНои сотрех). Этот комплекс со- 
стоит из шести белков (М$Т-1, М$Т--2, М$Г-3, МГЕ, МОЕ и Л1-1) и двух некоди- 
рующих РНК — гох!1 и гоХ2. МОЕ — это гистон-ацетил-трансфераза, которая 
ацетилирует гистон Н4 по лизину в 16-й позиции. Эта модификация гистона 
НА характерна именно для хроматина Х-хромосомы самцов, и ее присутствие 
является ключевым для усиленной транскрипции генов Х-хромосомы при до- 
зовой компенсации. ]1.-1 — это специфичная киназа гистона НЗ. 

Комплекс М$Г, собирается в отсутствие функционального белка $ХТ, т. е. 
как раз у самцов. Мы помним, что $ХГ, — это мРНК-связывающий белок. Когда 
он присутствует (у самок), он связывает 5’ и 3’ некодирующие области мРНК 
гена и15[-2 и препятствует его трансляции, в результате чего белок М$Т-2 не об- 
разуется и полноценный комплекс не собирается '. Гипоморфные и аморфные 
мутации по 5х[Г у самок летальны и не приводят к развитию самцов именно 
потому, что гиперактивация Х не подавляется, и обе Х-хромосомы работают 


“Название гена расшифровывается как та! зрес! пс [епар, из чего мы видим, что при 
отсутствии его функционального продукта самцы оказываются нежизнеспособны. 
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как одна у самца. Существует также гиперморфная мутация $5х[" ‚ летальная 
у самцов, потому, что ее самцовый продукт хотя и не запускает развитие по са- 
мочьему пути, но все же обладает способностью блокировать дозовую компен- 
сацию, необходимую самцам с их единственной Х-хромосомой. 

М5$ТГ-комплекс начинает собираться на Х-хромосоме с генов тоХ РНК, 
которые выполняют роль затравок. Перенесение их на аутосому приводит 
к тому, что комплекс начинает собираться на этой аутосоме. Затем он распро- 
страняется на некие центры связывания М$Т-комплекса (ситотаНи еи!у 5Йез, 
СЕ$). На Х-хромосоме находится около 150 таких центров. Они представляют 
собой СА-богатые последовательности. Однако на Х-хромосоме таких после- 
довательностей всего в 1,8 раз больше, чем в аутосомах. По-видимому, что- 
бы они были сайтами связывания комплекса, нужно их расположение в 3- 
области генов, которые транскрибируются, т. е. обогащены особым образом 
триметилированным гистоном НЗ. Работает М$Г.-комплекс, по-видимому, 
за счет модификации коровых гистонов посредством присоединения к ним 
анионов (ацетильных и фосфатных групп), прежде всего вышеупомянутого 
ацетилирования гистона НА. Это уменьшает их сродство к ДНК и разрыхля- 
ет хроматин. Активность некоторых генов повышается меньше чем вдвое, 
а других вообще не повышается. 

Мыпомнимо ОгозорНЙа тйапаа, у которой сформируется две Х-хромосомы, 
в суммезанимающие три плеча, т. е. более половины генома у самца оказывается 
в одной дозе, ау самки — в двух. Примечательно, что М$Г-комплексу этого вида 
распространяется на все эти три плеча, однако около 10 % концевой части новой 
половой хромосомы Х2 еще не связывает комплекс. Дозовая компенсация не 
прослеживается. 

Как мы видим, дозовая компенсация крайне важна, поскольку мутации 
по вовлеченным в нее генам являются леталями, ограниченными полом: у дро- 
зофилы аморфные мутации по генам белков, формирующих М$Т-комплекс, 
летальны у самцов, а аморфная мутация по гену, препятствующему дозовой 
компенсации, 5х1 — летальна у самок, благодаря чему этот локус и получил 
название «половая леталь». Любопытно, что, хотя он и является первичным 
триггером пола, мутации по нему, как правило, не приводят к «смене пола», 
а летальны, и именно вследствие второй его функции — контролировать до- 
зовую компенсацию. 


11.2.3. Дозовая компенсация у млекопитающих 


Если классические генетики были убеждены, что все то, что верно для 
мухи — верно и для слона, то молекулярные биологи, авслед за ними имы свами, 
видим, что все то, что верно для мухи, верным для слона бывает редко. Поэтому 
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нас уже не может удивить тот факт, что у человека дозовая компенсация органи- 
зована строго противоположным образом. Здесь одна из двух Х-хромосом вы- 
ключается у самок. Вернее, выключаются все Х-хромосомы, кроме одной, вне 
зависимости от пола. Причем выключается она весьма основательно, так что 
видна под световым микроскопом как особо плотное образование в интерфаз- 
ном ядре. В 1949 г. это образование 
было обнаружено в ядрах самок М. 
Барром и Е. Бертрамом, и получило 
название «тельце Барра» (рис. 11.5°). 
То, что это именно инактиви- 
рованная Х-хромосома, через 10 лет 
предположил известный американ- 
ский эволюционист Сузуму Оно, Рис. 11.5. Интерфазное ядро мужчины 
ав 1961 г. Мэри Лайон выдвинула (слева) и женщины (сирава) под световым 


гипотезу, оказавшуюся верной для микроскопом. Тельце Барра указано 
большинства млекопитающих, что стрелкой 

«лишняя» Х-хромосома случайным 

образом инактивируется у самок, поэтому инактивацию Х-хромосомы назы- 
вают «лайонизацией». Таким образом, каждая самка оказывается не столько 
гетерозиготной по аллелям локусов, расположенных в Х-хромосоме, сколько 
мозаичной в отношении того, какой из аллелей работает. В клетках самок слу- 
чайным образом работает только одна из двух гомологичных Х-хромосом, по- 
лученных от отца или матери. 

За примерами далеко ходить не надо. Всем известны трехцветные кошки 
(рис. 11.6”, а). В эмбриональном развитии млекопитающих меланоциты мигри- 
руют из нервного гребешка в кожу эмбриона. Во многих случаях они не дости- 
гают противоположной, брюшной стороны эмбриона, и тогда брюшная сторона 
животного остается белой. Однако, кроме белого, у трехцветных кошек череду- 
ются пятна и двух других цветов — рыжего и серого. Это клоны меланоцитов, 
в которых инактивированы разные Х-хромосомы, одна из которых несет функ- 
циональный, а другая аморфный аллель упоминавшегося ранее гена рецептора 
к меланокортину, который у кошек находится в Х-хромосоме. У человека он на- 
ходится в 16-й хромосоме, а если бы, как у кошек, был в Х-хромосоме, то гетеро- 
зиготные девушки были бы естественно мелированными. 

Существуют и так называемые черепаховые кошки, у которых серый иры- 
жий разбиты на гораздо меньшие пятна (рис. 11.6, 6). Можно предположить, 
что у таких кошек преобладают клоны меньшего размера, т. е. инактивация 
одной из Х-хромосом произошла позже на одно-два деления клеток-предше- 


`Жимулев И. Ф., Коряков Д.Е. Хромосомы. Структура и функции. Новосибирск: 
Изд-во СО РАН, 2009. 258 с. 
“епмйюреа.оге 
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Рис. 11.6. Кошки трехцветной (а) и черепаховой (6) окраски 


ственников меланоцитов. Но это не так. У этой породы меланоциты мигриру- 
ют быстрее, и клетки из разных клонов часто перемешиваются в ходе мигра- 
ции, что приводит к более мелким секторам окраски. 

Пример с трехцветными кошками показывает нам обширные клеточные 
клоны, в которых работает одна и та же Х-хромосома. Это означает, что одна 
из Х-хромосом не инактивируется после каждого клеточного деления 4е поуо 
случайным образом, а инактивированное состояние возникает однократно 
и случайно на какой-то стадии развития и затем закономерно наследуется при 
репликации хромосом. Заметим, что в ходе митоза все хромосомы претерпева- 
ют еще более плотную конденсацию, а затем деконденсируются. Однако ранее 
инактивированная Х-хромосома деконденсируется снова лишь до состояния 
тельца Барра. Такое наследование состояния в отношении транскрипционной 
активности в ряду клеточных поколений, не связанное с изменением ДНК, на- 
зывается эпигенетическим наследованием. Таким образом, инициация инакти- 
вации одной из Х-хромосом есть один феномен, а эпигенетическое наследова- 
ние такого состояния — другой феномен, и за это отвечают разные механизмы. 

Мы только что сталкивались с эпигенетическим наследованием, но 
это было эпигенетическое наследование не трансрипционной активности, 
а судьбы транскрипта в лице положительной обратной связи альтернативного 
сплайсинга мРНК гена 5$х/ дрозофилы. Как видим, и у млекопитающих, иу мух 
дозовая компенсация связана с эпигенетическим наследованием. 

Наиболее удивителен и загадочен механизм инициации инактивации. 
Он начинается в единственном локусе Х:с (Х-сйтотозоте тасНуаНоп сепне), 
комплементарные цепи ДНК вкотором представляют собой гены-антагонисты 
двух нетранслируемых РНК. Они большие, около 17 тысяч пар оснований, 
подвергаются сплайсингу и полиаденилированию. (Первичная структура дан- 
ного локуса у млекопитающих очень изменчива, но функция сходна.) Одна 
из этих РНК называется Х151 (Х-шасНуе зрес!вс 1гапзс1р®), другая — Тах. Сна- 
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чала Тх15 синтезируется активно, а Х15Ё — слабо. Затем, в случае присутствия 
двух Х-хромосом, на одной хромосоме такая активность сохраняется, а на дру- 
гой синтез 'Тых прекращается и начинается синтез Х15{. Толчком к этому изме- 
нению предположительно служит спаривание Х-хромосом, которое возможно 
только в случае присутствия в ядре более одной такой хромосомы. РНК Х15 
начинает покрывать Х-хромосому, распространяясь от локуса Х в обе сторо- 
ны, предположительно опять-таки через некие «ретрансляторы», роль кото- 
рых, возможно, выполняют мобильные генетические элементы. 

После этого начинается собственно переход в инактивированное состоя- 
ние, в котором Х1$ не играет ключевой роли, хотя и входит в состав хроматина. 
Как и активированное, такое состояние прежде всего связано с модификацией 
коровых гистонов, т. е. с изменением так называемого «гистонового кода». Но 
если при активации у дрозофилы это было присоединение анионов, то в дан- 
ном случае — в основном определенное метилирование гистонов НЗ и НА, 
убиквитинирование гистона Н2а и замещение его особым паралогичным ва- 
риантом. Некоторые из этих модифицированных гистонов привлекают дру- 
гие белки. Гистоновые модификации, характерные для активного хроматина, 
такие как ацетилирование НЗ и НА и метилирование НЗ по другому остатку 
лизина, удаляются. Это неудивительно, так как ацетилированные гистоны сла- 
бее связываются с ДНК. Кроме того, происходит метилирование и самой ДНК. 

Однако у некоторых млекопитающих (но не у человека) картина еще сложнее. 
На определенных стадиях развития эмбриона и в его тканях инактивируется не слу- 
чайная Х-хромосома, а пришедшая только от отца или только матери. Это означает, 
что Х-хромосома «помнит», от кого она пришла. Это явление называется молеку- 
лярным импринтингом. Вот как обстоит дело у мыши. У зиготы и двухклеточного 
эмбриона обе Х-хромосомы активны, но отцовская уже детерминирована к инак- 
тивации, которая начинается уже на стадии четырех клеток. Во время превращения 
в бластоцисту клетки разделяются на эмбриобласт и трофобласт. Трофобласт сохра- 
няет инактивацию отцовской Х-хромосомы, а в эмбриобласте она реактивируется, 
после чего происходит случайная инактивация одной из Х-хромосом, как было 
описано выше (и так же происходит и у человека). Во время гаструляции клетки 
зародышевого пути обособляются, и в них снова происходит реактивация второй 
Х-хромосомы. Обе Х-хромосомы остаются активными до гаметогенеза, причем при 
мужском гаметогенезе Х-хромосома метится как отцовская (рис. 11.7 В 

Несмотя на противоположный характер (активация и инактивация) до- 
зовой компенсации у дрозофилы и млекопитающих, мы можем усмотреть 
сходство этих процессов в том, что в обоих случаях в их запуске присутствует 
некодирующая РНК. 


`Жимулев И. Ф., Коряков Д.Е. Хромосомы. Структура и функции. Новосибирск: 
Изд-во СО РАН, 2009. 258 с. 
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Рис. 11.7. Схема инактивации и реактивации материнской (верхняя полоска) 
и отцовской (нижняя полоска) Х-хромосом в онтогенезе мыши 


Итак, у человека все лишние Х-хромосомы случайно инактивированы, 
чем достигается дозовая компенсация. Откуда же тогда появляются синдромы 
Тернера и Кляйнфельтера и почему женщины ХХХ в среднем более высокие? 
При всех особенностях описываемых фенотипов, мы явно наблюдаем прямую 
связь между общим количеством половых хромосом и ростом человека. 

Мы можем опять-таки заключить, что внегенеративная симптоматика, вклю- 
чая и указанную закономерность, связана с дозой псевдоаутосомных районов по- 
ловых хромосом. Как мы уже упоминали, эти районы расположены по концам 
половых хромосом (РАВ1 и РАБ2) и сохраняют гомологию в Х- и У-хромосоме, 
необходимую для их спаривания. Мы также помним, что в РАВ] находится ген 
$НОХ (5йотЁ Зите Нотеофвох), продукт которого вовлечен в инициацию и со- 
зревание хондроцитов, а снижение дозы работающих аллелей с двух до одного 
угетерозигот по его миссенс-мутациям приводит к укороченному телосложению. 
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Именно поэтому дожившие до рождения носительницы кариотипа ХО, демон- 
стрирующие синдромом Тернера, имеют укороченное телосложение, а женщины 
с синдромом Свайера, у которых доза псевдоаутосомных районов нормальная, — 
нормальное телосложение. В силу той же закономерности увеличение дозы гена 
$НОХ до трех приводит к увеличению роста у людей с повышенным количеством 
половых хромосом, т. е. с кариотипами ХХХ, ХХУ и ХУУ. По-видимому, другие 
характерные нарушения при синдроме Тернера, помимо низкого роста, также свя- 
заны с недостатком дозы каких-то иных генов, поскольку делеции $НОХ приводят 
к уменьшению роста, укорочению и деформации конечностей, подобных наблю- 
даемым при синдроме Тернера, но не к другим аномалиям этого синдрома. 

В соответствии с логикой явления дозовой компенсации, псевдоауто- 
сомные районы половых хромосом избегают инактивации. Но следует заме- 
тить, что не инактивируются и около 15 % генов человека, имеющихся только 
в Х-хромосоме. Скорее всего, именно из-за каких-то или какого-то из таких ге- 
нов у носительниц синдромов Тернера и Свайера не развиваются нормальные 
женские гонады. Единственное логическое объяснение этому факту состоит 
в следующем: 1) в Х-хромосоме есть какой-то ген, необходимый для нормаль- 
ного развития женских гонад; 2) его не менее чем двойная доза критична для 
нормального развития женских гонад; 3) этот ген попадает в те районы, которые 
не подвергаются дозовой компенсации даже при лайонизации Х-хромосом. У 
исследованных видов позвоночных с М/ системой определения пола дозовая 
компенсация также достигается через инактивацию, но не всей половой хро- 
мосомы гомогаметного пола, а определенных ее генов, то есть носит частич- 
ный характер. Любопытно, что у чешуекрылых дозовая компенсация также 
связана с инактивацией экспрессии генов /-хромосомы у самцов (а не с их 
активацией у самок, как можно было бы ожидать по аналогии с другим насеко- 
мым - дрозофилой). Однако этот эффект маскируется обогащением ее генами, 
экспрессирующимися в мужских гонадах (в разной степени у разных видов), 
что в свое время привело к первоначальному неверному выводу об отсутствии 
дозовой компенсации у чешуекрылых. 


11.3. Заключительные замечания 


Еще раз перечислим четыре генетических явления, связанных с полом, 
которые следует четко различать: 

1) молекулярно-генетический механизм определения пола; 

2) кариологичекая система определения пола; 

3) наследование, сцепленное с полом; 

4) дозовая компенсация; 

5) наследование, ограниченное полом. 
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Молекулярно-генетические системы определения пола у разных организмов 
весьма не похожи друг на друга и основаны на разных принципах управления 
активностью генов, например, активация транскрипции либо регуляция альтер- 
нативного сплайсинга. У дрозофилы и млекопитающих общей оказались толь- 
ко избыточность самого начала генной сети, определяющей развитие в сторону 
одного либо другого пола. В обоих случаях имелось по два гена, которые лишь 
передавали бинарный сигнал дальше. По-видимому, это сходство поверхностное, 
а сама избыточность не несет биологического смысла и объясняется тем простым 
обстоятельством, что надстройка самого начала генной сети за счет добавления 
избыточных звеньев передачи однородного сигнала не влияет на работу этой ген- 
ной сети, тогда как встройка гена внутрь сети привела бы к дисбалансу ее функ- 
ционирования. Можно даже сделать квазифилософское обобщение, что в мире 
живого может произойти все, что не запрещено. Лучшей иллюстрацией этого 
принципа являются половые хромосомы. Они многократно и независимо возни- 
кают как ненужное, если не вредное, но неизбежное следствие мутаций по генам 
мужской и женской фертильности и подавления рекомбинации между ними. Сце- 
пленное же с полом наследование оказывается неизбежным следствием возник- 
новения половых хромосом, тогда как дозовая компенсация возникает вследствие 
необходимости компенсации неизбежного зла, которое несет в себе наследование, 
сцепленное с полом. Наследование, ограниченное полом, касается изменчивости 
в пределах одного из двух альтернативных регуляторных каскадов, приводящих 
к двум полам, которая, как правило, адаптивна. 

Рассмотрение определения пола позволяет наглядно представить гене- 
тическую программу организма, проследить, как она работает и наследуется. 
Однако разнообразие и обилие частных случаев, составляющих подоплеку 
внешне достаточно сходных явлений даже у весьма родственных организмов, 
вызывает чувство разочарования. Казалось бы, надежда генетики — найти 
универсальные закономерности в наследственности живых существ — с бле- 
ском провалилась. По-видимому, наши ожидания нужно сместить на несколь- 
ко более низкий уровень: вместо универсальных закономерностей в общем 
устройстве организмов мы нашли универсальный конструктор, состоящий 
из регулируемых и регулирующих генов, из которого в ходе эволюции легко 
собираются и перестраиваются самые разные генные сети, причем сходный 
результат, зачастую диктуемый необходимостью существования в реальной 
среде, может быть получен множеством различных способов. 

Легкое разочарование от рассмотрения вопроса формирования пола со- 
стоит в том, что живые организмы проектировались эволюцией не как опти- 
мизированные устройства, а, скорее, по принципу Тришкиного кафтана, когда 
проблемы решались по мере их поступления первым попавшимся под руку 
способом. Это, впрочем, лишний раз доказывает, что у эволюции нет и небыло 
какого бы то ни было «интеллектуального плана». 
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ГААВА 12 


ГЕНЕТИЧЕСКОЕ СЦЕПЛЕНИЕ 


12.1. Феноменология генетического сцепления 


Пусть имеется объект, который мы можем скрещивать и проводить ана- 
лиз генетического расщепления в потомстве. Пусть мы выявили у него два 
альтернативных признака и убедились, что каждый из них контролируется 
парой аллелей одного локуса, один из которых доминантен, а второй рецес- 
сивен. Можно предположить, что два признака контролируются двумя же 
локусами — а и БВ, каждый из которых представлен двумя аллелями — А, 
аи В, 6. Пусть мы провели дигибридное скрещивание: получили две линии, 
гомозиготные соответственно по А, Виа, В, скрестили их между собой, убе- 
дились в единообразии поколения Е, (проявляющее фенотип А, В), скрестили 
особей этого поколения друг с другом и получили потомство Е,. Мы ожида- 
ем дигибридное расщепление, в котором количество потомков четырех воз- 
можных фенотипов будет флуктуировать вокруг ожидаемого соотношения 
9:3:3 : 1. Но в результате получаем всего два класса фенотипов, идентичных 
фенотипам родительским линий, в соотношении 3 : 1, как, например, в седу- 
ющем случае. 


Наблюдаемая Ожидаемые 
Фенотипы А а 
сумма сумма и соотношение 
В 98 0 98 96 (3/4 
Ь 0 30 30 32 (1/4) 
ла 95 98 30 128 128 
сумма 
Ожидаемые 
сумма 96 (3/4) | 32 (1/4) 128 - 
и соотношение 


Здесь и далее в таблицах жирным шрифтом выделены наблюдемые экспе- 
риментальные численности классов, обычным шрифтом записаны теоретиче- 
ски ожидаемые величины и вычисленные на их основе параметры. 
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Пусть два аллеля гена а, а1 и а2 проявляют кодоминирование, т. е. гете- 
розиготы отличаются по этому гену от обоих типов гомозигот. В таком случае 
в ситуации дигибридного скрещивания мы получили бы в Е, шесть возможных 
фенотипов. Допустим, мы снова сталкиваемся с тем, что в реальном потомстве 
не все фенотипы оказались представлены. Пусть мы получили расщепление, 
приведенное в следующей таблице. 


Наблюдаемая Ожидаемые 
Фенотипы а1а1 | а! а2 | а2а2 В сумма 
сумма 
и соотношение 
В 33 65 0 98 96 (3/4) 
Ь 0 0 30 30 32 (1/4) 
р - 65 30 128 128 
сумма 
Ожидаемые 
сумма 32 (1/4) | 64 (2/4) | 32(1/4) 128 - 
и соотношение 


И наконец, если кодоминирование проявляют оба гена, вместо девяти 
ожидаемых фенотипических классов мы можем получить в Е. всего три, к при- 
меру, в таких соотношениях, которые представлены в таблице, расположенной 


ниже. 
ая Ожидаемые 
Фенотипы а1 а! | а1а2 | а2 а21 й сумма 
сумма 
и соотношение 
Ь1Ь1 33 0 0 33 32 (1/4) 
Ь1Ь2 0 65 0 65 64 (2/4) 
2 52 0 0 30 2 32 (1/4) 
ны № 65 30 128 128 
сумма 
Ожидаемые 
сумма 32 (1/4) | 64 (2/4) | 32 (1/4) 128 - 
и соотношение 


Нетрудно видеть, что все три таблицы, по сути, показывают одно и то же 
расщепление, но так, как если бы наша способность различать генотипы по фе- 
нотипам с каждым разом увеличивалась. Иначе говоря, в первых двух табли- 
цах представлены такие цифры, которые получились бы, если бы при анализе 
расщепления, представленного в последней таблице, мы отказались от нашей 
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способности видеть гетерозиготы по локусу В и объявили, что аллель Ь1 доми- 
нирует над 62, а в первой таблице — если бы мы, кроме того, отказались и от 
нашей способности видеть гетерозиготы по локусу а. 

Каждое моногибридное расщепление фенотипов, т.е. расщепление, 
рассмотренное отдельно по локусам а и Б, очень близко к теоретически 
ожидаемому — 96 : 32 для генов, в которых наблюдается доминирование 
одного аллеля над другим, и 32 : 64 : 32 для генов с кодоминирующими ал- 
лелями. В то же время дигибридное расщепление одновременно по двум 
локусам не имеет ничего общего с ожидаемым, а именно аллели двух локу- 
сов ведут себя как единое целое. Все те гибриды Е,, которые несут аллель а1, 
одновременно оказываются несущими аллель 81, и нет ни одного носителя 
аллеля 61, который не нес бы аллель а1. Какой мы можем сделать отсюда вы- 
вод? Казалось бы, самый простой: мы имеем дело с одним и тем же локусом, 
который проявляет плейотропию, т. е. влияет одновременно на оба наших 
признака. Выяснив механизм наследования каждого признака по отдель- 
ности, мы предположили, что они контролируются каждый своим локусом, 
аи Б, но на самом деле это один и тот же локус. Аллель а1 является одновре- 
менно аллелем 61, аллель а2 — аллелем 62. Это очень логичное предположе- 
ние. Но мы можем столкнуться со скрещиванием, в котором наблюдается 
обычное генетическое расщепление только по одному из наших признаков, 
причем тест на аллелизм покажет аллельность рецессивного аллеля тому, 
который был рассмотрен в системе с двумя признаками. Конечно, может 
оказаться, что мы столкнулись с разными аллелями одного локуса, один 
из которых имеет плейотропный эффект, а другой — его не имеет, но такая 
интерпретация будет выглядеть натянутой. Можно также предположить, 
что мы имеем дело все же с двумя разными локусам, но по какой-то причи- 
неаллель а1 всегда наследуется вместе с аллелем 61, ааллель а2 — саллелем 
Ь2. Такая ситуация подобна той, как если бы эти аллели разных генов были 
сцеплены друг с другом. 

В трех нижеследующих таблицах приведем еще несколько примеров 
расщеплений, взятых из наших собственных опытов с горохом, опублико- 
ванных в журнале «Р15ит СепеНсз». В первой и второй таблице сохраняем 
настоящие обозначения генов. Аллель Аз{т определяет наличие фиолетовых 
пятен на бобах и доминирует над аллелем а5#', пятен не вызывающих. Аллель 
р определяет наличие пурпурного кольца в основании прилистников и до- 
минирует над аллелем 4, не формирующим кольца. Аллель Н в гомозиготе 
приводит к тому, что на месте усов у гороха формируются листочки. Как мы 
помним, у гетерозигот Т1 Н усы имеются, но если присмотреться, то вдоль 
каждого из них идет узкая листовая пластинка, т. е. они проявляют некото- 
рую тенденцию к превращению в листочки. У гомозигот 71 711 усики в сече- 
нии четырехгранные, без пластинки. 
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И р а Наблюдаемая | Ожидаемые сумма 
сумма и соотношение 
Аз 68 2 70 67,5 (3/4) 
аз 3 17 20 22,5 (1/4) 
Наблюдаемая 71 19 90 90 
сумма 
Ожидаемые 
сумма 67,5 (3/4) | 22,5 (1/4) 90 _ 
и соотношение 


р= 6,0+2,6% ` 


Мы видим, что теоретически ожидаемые численности фенотипов не яв- 
ляются круглыми целыми числами. Это лишний раз указывает на невозмож- 
ность получения «точных» расщеплений в реальных ситуациях, но в то же вре- 
мя — на возможность получать фактические расщепления, более или менее 
к ним приближающиеся. 


® 
Е эо Е 
За РР 
яя = Е 
Фенотипы тии Дия ИН Ея С -И- 
Я 5 Е СЕ 
-- © 
| о 
Аз 23 56 4 83 84,75 (3/4) 
аз 2 10 18 30 28,25 (1/4) 
и 66 28 113 113 
сумма 
Ожидамые 
сумма 28,25 (1/4) | 56,5 (2/4) | 28,25 (1/4) 113 
и соотношение 


р= 16,6 + 3,8 % 


В следующей далее таблице обозначениями а1, а2 и 61, Ь2 заменены гро- 
моздкие обозначения реальных кодоминантных аллелей двух локусов, кодиро- 
вавших белки, анализируемые в электрофорезе. 


"Здесь и далее под таблицей приведена оценка вероятности рекомбинации р, по- 
лученная при помощи метода максимального правдоподобия, см. разд. 12.3.5. 
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Е ЗА 
= а ) 
9 з =з Е 
м ЕВ 
Фенотипы а1 а1 а1 а2 а2 а21 Е а ЗЕ 
но 5 5 а 
\5 я о 
С) о 8 
|“. |= 
1 Ь1 18 5 1 24 24,25 [03] 
Ь1Ь2 5 41 6 52 48,5 (2/4) 
2 Ъ2 0 6 15 21 24,25 [03] 
ны 52 22 97 97 
сумма 
Ожидаемые 
сумма 24,25 (1/4) | 48,5 (2/4) | 24,25 (0) 97 - 
и соотношение 


р=13+3,0% 


Вэтих расщеплениях мы наблюдаем все теоретически ожидаемые классы, 
за исключением класса а1 а1, 52 Ъ2 в последней из приведенных выше таблиц. 
Однако наблюдаемые численности тех классов, в которых комбинации при- 
знаков не совпадают с признаками участвовавших в скрещивании родитель- 
ских линий и гибридов Е, гораздо ниже теоретически ожидаемых для диги- 
бридного расщепления. 

По сравнению с ожидаемым расщеплением 9:3 :3 : 1, во всех трех приве- 
денных последними случаях расщепления мы наблюдаем избыточную числен- 
ность классов, расположенных по главной диагонали, и недостаток в осталь- 
ных классах. Но бывает возможно наблюдать и расщепления, при которых 
избыточными оказываются классы, расположенные по побочной диагонали, 
как, например, следующее. 


о вВь ыЬ Наблюдаемая| Ожидаемые сумма 
сумма и соотношение 
А 62 21 83 92,3 (3/4) 
а 36 4 40 30,7 (1/4) 
а 25 123 123 
сумма 
Ожидаемые 
сумма 92,3 (3/4) | 30,7 (1/4) 123 
и соотношение 


р= 33,8 +7,9 % 
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Такая ситуация возникает, когда доминантные аллели по двум разным ло- 
кусам несли разные родители; в приведенном примере скрещивались родите- 
ли с генотипами А А В ЫБиаа ВЕ В. 

Все эти результаты можно интерпретировать следующим образом. Если 
первые три таблицы этого раздела иллюстрировали случаи абсолютного сце- 
пления аллелей разных локусов, унаследованных от одного родителя, то в трех 
последних аллели также сцеплены и, как правило, наследуются вместе, но 
в определенном проценте случаев они рекомбинируют, образуя сочетания, не- 
свойственные родителям (например, 4 А$ или а1 2). 

Эта феноменология хорошо соответствует поведению хромосом в мейо- 
зе. Каждая пара гомологов распределяется между образовавшимися в мейо- 
зе гаплоидными клетками независимо от других пар гомологов. Это предпо- 
лагает независимое наследование генов, рассмотренному нами в гл. 5. Таким 
образом, аллели двух локусов, расположенных на разных хромосомах, будут 
расщепляться независимо друг от друга. В то же время если два разных гена 
располагаются в одной и той же хромосоме, то их аллели, принадлежащие 
каждому из гомологов, должны были бы быть сцеплены и наследоваться всег- 
да вместе. Однако, как вы помните, в профазе мейоза гомологи обмениваются 
между собой участками ДНК за счет процесса, называемого кроссоверная ре- 
комбинация, или кроссинговер. Если рекомбинация произойдет между двумя 
локусами, то аллели этих локусов образуют новые сочетания, не имевшие ме- 
ста у гомологов до мейоза. 

Любопытно, что Менделю не встретился ни один случай генетическо- 
го сцепления, который шел бы вразрез с его предположением о независимой 
комбинации наследственных элементов. Остается только гадать, что было бы, 
если бы он с ними столкнулся: задержалось ли бы возникновение генетики как 
науки либо Мендель смог бы дополнить свою теорию представлением о гене- 
тическом сцеплении? 

О феномене генетического сцепления впервые сообщил К. Корренс 
в 1900 г., когда получил результаты, нарушающие третье правило Менде- 
ля — независимое комбинирование элементов наследственности в потомстве 
гетерозигот. В 1906 г. У. Бэтсон и И. Пеннет проанализировали генетическое 
сцепление на очень большой выборке для генетического расщепления таких 
признаков, как «цвет цветков» (аллели Р ир) и «форма пыльцевых зерен» 
(продолговатая или округлая, аллели Г. и 1) во втором поколении дигибридного 
скрещивания душистого горошка (Гаёйуги$ одота!из, растение из той же трибы, 
что и горох). В итоге получилось следующее расщепление. 
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а т ] Наблюдаемая | Ожидаемые сумма 
сумма и соотношение 
Р 4831 390 5241 4944 (3/4) 
р 393 1338 1731 1648 (1/4) 
а 1728 6972 6972 
сумма 
Ожидаемые 
сумма 4944 (3/4) | 1648 (1/4) 6972 - 
и соотношение 


р= 12,0 0,4 %, х?, =3 393,5 


12.2. Констатация генетического сцепления 


Первой задачей, которую нам нужно решить при получении расщепления, 
является выяснение того, наблюдаем ли мы хоть какое-то генетическое сцепле- 
ние или же столкнулись со случайным раскладом, напоминающим сцепление 
между аллелями разных локусов. Такой расклад с определенной вероятностью 
может произойти и при свободном и случайном комбинировании аллелей, т. е. 
в отсутствие сцепления. Таким образом, нам нужно отвергнуть нулевую стати- 
стическую гипотезу независимого комбинирования. Для этих целей применяют 
критерий Хх. Действительно, для четырехпольной таблицы расщепления феноти- 
пов в дигибридном скрещивании мы можем рассчитать теоретически ожидаемые 
численности классов, исходя из реально полученных в опыте расщеплений фено- 
типов по каждому из генов, и гипотезы об отсутствии генетического сцепления. 
Для этого воспользуемся экспериментальными частотами фенотипов в отноше- 
нии каждого локуса в качестве выборочных оценок их вероятностей, перемно- 
жим эти частоты для пар фенотипов двух локусов между собой, а затем умножим 
это произведение на общую численность. В таблице ниже приведены теоретиче- 
ски ожидаемые численности (прописаны обычным шрифтом) под эксперимен- 
тально наблюдавшимися численностями (выделены жирным шрифтом). 


Фенотипы 19) а Наблюдаемая сумма и доля класса в потомстве 
68 2 
А $ 55.2 14.8 70 (0,778) 
3 17 
аз 23,6 63 20 (0,333) 
Наблюдаемая 
сумма 71 19 90 
и доля класса | (0,789) | (0,211) 
в потомстве 
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У вычисленного таким образом {? будет всего одна степень свободы, по- 
тому что из четырех полученных в опыте значений мы определили три параме- 
тра — общую численность, долю носителей фенотипа Аз (или, наоборот, аз) 
и долю носителей фенотипа Ш (или, наоборот, 4). Эту единственную степень 
свободы и можно соотнести со сцеплением. Мы получаем достаточно высокое 
значение критерия Х?, = 49,19, что говорит о том, что у нас есть все основания 
отвергнуть гипотезу о независимом комбинировании аллелей локусов. 

Мы могли бы поступить по-другому — не считать доли носителей феноти- 
пов в отношении каждого из генов, а расчитать так называемый общий Хх? (}о1иЕ 
сШ здиате), т. е. его значение для гипотезы не только об отсутствии сцепления, 
но и о равной численности аллелей каждого из локусов в расщеплении, т. е. 
исходя из идеального расщепления с частотами 9/16, 3/16, 3/16 и 1/16 (то са- 
мое соотношение 9: 3:3: 1). У такого Хх? будет три степени свободы (число 
классов минус единица — определенный из опыта параметр «общая числен- 
ность»). Одна из них может быть соотнесена с отклонениями от теоретически 
ожидаемого расщепления 3 : 1 по локусу Аз", другая — с отклонениями от рас- 
щепления 3 : 1 по локусу О, третья — с генетическим сцеплением. Поскольку 
Хх’ — величина аддитивная, мы можем вычислить значения критерия для пер- 
вых двух отклонений отдельно на основании двух моногенных расщеплений 
(уних будет по два класса и по одной степени свободы) и вычесть их из общего 
Хх, связанного с отклонениями от 9:3 :3 : 1. То, что у нас останется, и будет 
компонента Х^, связанная со сцеплением. Можно убедиться, что мы получим 
то же самое число, что и при вычислении Хх? первым способом. 

Однако для случаев, когда в дело вовлечено кодоминирование, установ- 
ление факта сцепления путем критерия Хх? уже не пройдет, поскольку появят- 
ся лишние степени свободы. Допустим, в таблице 3 : 3 общий Хх? будет иметь 
8 степеней свободы. Х? для отклонений от моногибридного расщепления 
1:2: 1 по каждому из локусов будет иметь две степени свободы, после его вы- 
читания по каждому из двух локусов у нас останется значение с четырьмя сте- 
пенями свободы. В то же время генетическое сцепление между двумя локуса- 
ми определяется единственным параметром — вероятностью рекомбинации 
между двумя локусами — и тем самым использует всего одну степень свободы. 
Возьмем следующее чисто умозрительное расщепление. 


ВИВ1 В1/В2 В2/В2 
АЦПА] 8 24 8 
А1/А2 24 32 24 
А2/А2 8 24 8 


Х° = 6,4. 
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Или, доведя этот случай до абсурда, 


ВВ 


В обоих случаях моногенные соотношения 1:2: 1 выполняются идеально, 
поэтому соответствующие компоненты общей величины Хх? равны нулю. Генети- 
ческое сцепление также отсутствует, поскольку оно приводит к тяготению наблю- 
даемых случаев к одной из диагоналей вышеприведенной таблицы, чего в нашем 
случае не наблюдается. Тем не менее, величина Х? огромна и получена за счет сте- 
пеней свободы, не имеющих биологического смысла. 

В подобных ситуациях факт сцепления следует устанавливать путем кон- 
статации статистически значимых отличий наблюдаемой доли рекомбинант- 
ных гамет, т. е. гамет, имеющих отличные от родительских сочетания аллелей 
двух локусов, от 1/2 — теоретически ожидаемой вероятности таких гамет 
в условиях свободной комбинации аллелей двух разных локусов. Но, помимо 
установления факта сцепления, оценка вероятности появления рекомбинант- 
ных гамет очень важна и сама по себе. 


12.3. Вероятность кроссоверной рекомбинации 
между двумя локусами и ее оценка 


12.3.1. Вводные замечания 


Одним из важных результатов, полученных Альфредом Стертевантом 
из лаборатории Томаса Моргана в 1913 г., было открытие, что в соответствии 
с частотой рекомбинации между локусами последние можно непротиворечи- 
вым образом расположить на неких линейных структурах, поведение которых 
впоследствии оказалось совпадающим с поведением хромосом в мейозе. Это 
являлось важным подтверждением хромосомной теории наследственности. 
Так появились рекомбинационные карты хромосом, о которых мы подробно 
поговорим в гл. 13. Основой для их построения являются вероятности р ре- 
комбинации между двумя локусами в мейозе. Мы не можем знать эти вероят- 
ности наперед и вынуждены довольствоваться их экспериментальными оцен- 
ками, а именно долей гамет, несущих рекомбинантные сочетания аллелей, 
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среди всех гамет. По-английски эта частота называется тесот@таНоп ргасНоп 
(КР) и определяется как доля гамет, несущих рекомбинантные сочетания ал- 
лелей двух локусов. В русском языке прижился неизящный термин процент 
рекомбинации, хотя эту величину удобнее измерять в долях от единицы, так 
что ее лучше называть долей рекомбинантных гамет. Такая величина является 
оценкой р вероятности р — рекомбинации в мейозе между двумя локусами 
в ситуации выборочного анализа. Значения этой величины как раз и приведе- 
ны под каждой таблицей, рассмотренной нами выше. 

Сделаем два важных замечания. Во-первых, рекомбинацию можно заре- 
гистрировать только у родителя (родителей), гетерозиготного по обоим рас- 
сматриваемым локусам; в противном случае результаты рекомбинации гене- 
тически неразличимы. 

Во-вторых, теоретически вероятность рекомбинации не обязана совпа- 
дать для случаев мужского и женского мейоза, для разных родительских ли- 
ний, сортов, рас и даже индивидуальных организмов или их частей (допустим, 
у цветков на разных частях растения). Однако чаще всего для пары локусов 
значения этой величины оказываются очень близкими в пределах вида и тем 
более индивидуума; различия между полами встречаются чаще, но, как прави- 
ло, и они не очень велики. 


12.3.2. Определение частоты рекомбинации на основе 
расщепления в анализирующем скрещивании 


Определить частоту рекомбинации несложно в знакомой нам ситуации 
анализирующего скрещивания. Напомним, что анализирующее скрещивание 
состоит в скрещивании гибридов поколения Е, с особями, гомозиготными 
по рецессивным аллелям исследуемых генов. Такие индивидуумы, как прави- 
ло, представляют чистую линию, обычно называемую тестерной линией, или 
тестером. В привычных для нас обозначениях для двух локусов это будет скре- 
щивание АаВбхаавЬ. 

Действительно, в потомстве от подобного скрещивания гомолог, при- 
шедший от второго родителя, несет лишь рецессивные аллели, поэтому мы 
всегда можем сказать, получили ли мы от первого родителя доминантный или 
рецессивный аллель. Кроме того, мейоз у гомозиготного второго родителя 
не порождает никаких новых сочетаний генов, в результате по расщеплению 
в потомстве мы можем судить о продуктах мейоза только у первого, дигете- 
розиготного родителя. Таким образом, можно напрямую подсчитать соот- 
ношение хромосом, в которых у дигетерозиготного родителя прошла или не 
прошла рекомбинация между исследуемыми локусами, среди хромосом, по- 
ступивших от него потомкам анализирующего скрещивания. Кроме того, ана- 
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лизирующее скрещивание позволяет оценить процент рекомбинации только 
у одного из полов. 

В следующей ниже таблице приведен пример генетического расщепления 
в анализирующем скрещивании, в котором один из исходных родителей имел 
генотип А А В В, а второй — аа 6. Затем гибриды первого поколения были 
скрещены со вторым родителем, несущим рецессивные аллели. При этом ре- 
комбинация происходит у гибрида первого поколения, генотипы нерекомби- 
нантных гамет соответствуют родительским — А Виар, рекомбинантны же 
генотипы А БиаВ. 


Фенотипы В Ь Сумма 
А 28 8 36 
а 5 25 30 
Сумма 33 33 66 


Фенотипические классы А В иаБ представляют нерекомбинантные хро- 
мосомы, унаследованные от исходных родителей гетерозиготы Аа, ВЬ, а классы 
АЪиа В представляют хромосомы рекомбинантные. Процент кроссинговера 
р может быть найден путем деления суммарного количества представителей 
рекомбинантных классов на общее число потомков. В нашем случае это будет 
р = 13 / 66 = 0,197. Поскольку мы напрямую можем подсчитать количество 
рекомбинантных гамет, участвовавших в образовании потомства со стороны 
гетерозиготного родителя, стандартная ошибка выборочной оценки вероят- 
ности рекомбинации ©(р) определяется исходя из распределения Бернулли 
по стандартной формуле: 


где и — объем выборки. В нашем случае мы можем записать р = 19,7 + 4,9 %. 
Обратим внимание на то, что под корнем в знаменателе стоит не п, ап - [. 
Это связано стем, что при выборочном определении частоты мы, по сути, снача- 
ла определяем количество «благоприятных» исходов в и испытаниях Бернулли, 
а затем делим его на и, т. е. находим среднее арифметическое благоприятных ис- 
ходов в одном испытании Бернулли (в котором количество благоприятных ис- 
ходов может принимать только два значения — 0 и 1). Это и есть несмещенная 
выборочная оценка матожидания количества благоприятных исходов в одном 
испытании Бернулли, являющемся вероятностью благоприятного исхода р. 
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При выборочном определении среднеквадратического отклонения этой оценки, 
т.е. ошибки среднего, мы должны учесть, что само среднее нам неизвестно за- 
ранее, а определяется на основании той же выборки, поэтому выборочное сред- 
неквадратическое отклонение 5? было бы смещенной (заниженной) оценкой дис- 
персии 07. Чтобы избежать этого, вводим поправку Бесселя на смещение: 
д = а 32, чтои приведет к упомянутой выше формуле. 

п — 


12.3.3. Определение частоты рекомбинации на основе 
расщепления в дигибридном скрещивании 


У нас не всегда есть возможность провести анализирующее скрещивание. 
Зачастую мы вынуждены скрещивать имеющиеся гомозиготные линии, раз- 
личающиеся по многим локусам, и определять частоту рекомбинации в усло- 
виях дигибридного скрещивания. Зададимся простым вопросом: как оценить 
частоту рекомбинации на основании расщепления потомков Е, дигибридного 
скрещивания? Напомним, что в дигибридном скрещивании рекомбинация, 
о которой мы говорим, имеет место в мейозе гибридов первого поколения Е. 

Этот вопрос не так прост, как кажется на первый взгляд. Мы помним, 
что в случае кодоминирования аллелей можно однозначно определить гено- 
тип по фенотипу. Казалось бы, что в случае, когда аллели обоих локусов ис- 
следуемой пары проявляют кодоминирование, мы также можем напрямую 
посчитать количество нерекомбинантных и рекомбинантных гамет. Однако 
это не так, причем не так для единственного — дигетерозиготного — феноти- 
пического класса. Хотя особи с фенотипом а1 а2, Ь1 Ъ2 действительно имеют 
генотип а1 а2, 61 62, они могут образоваться двумя путями: либо в результате 
слияния гамет а1 61 и а2 2, либо в результате слияния гамет а1 62 и а2 61, т.е. 
в зависимости от генотипа родительских линий или за счет слияния двух не- 
рекомбинантных гамет, или за счет слияния двух рекомбинантных гамет. Эти 
случаи неразличимы, в итоге точное число рекомбинантных гамет остается 
нам неизвестным. Тем более оно неизвестно в случаях локусов, проявляющих 
доминирование, где мы даже не знаем доподлинно генотипы и не можем отли- 
чить гомозиготы от гетерозигот среди особей с доминантными фенотипами. 

Тем не менее, мы имеем, во-первых, эмпирические численности классов 
потомков Е,, а во-вторых, полную модель наследования, в которой существует 
единственный неизвестный параметр — вероятность рекомбинации р. Исхо- 
дя из этой модели, мы можем вывести теоретически ожидаемые численности 
классов в зависимости от параметра р, и затем каким-либо образом найти та- 
кие значения этого параметра, при котором они окажутся наиболее близкими 
к фактически наблюдаемым. 
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До сих мы старались выражаться максимально математически кор- 
ректно, в частности, делали оговорку, что существует сама по себе вероят- 
ность рекомбинации р, а также ее экспериментальная оценка р, которая 
есть определяемая в эксперименте доля рекомбинантных гамет среди всех 
гамет, образуемых гетерозиготой (процент рекомбинации, тесотЬтаНоп 
гасНоп). В случае дигибридного расщепления мы не в состоянии напрямую 
определять эту долю и вынуждены прибегать к более сложным способам 
нахождения оценки р. Математически корректное использование разных 
обозначений для вероятности и ее экспериментальной оценки сделало бы 
текст громоздким. Поэтому ниже мы будем пользоваться простыми обо- 
значениями р, 4 и х как для теоретических величин, так и для их экспери- 
ментальных оценок. Как показывает практика, из контекста всегда интуи- 
тивно ясно, о чем идет речь. 

Итак, давайте для двух локусов, один из которых имеет аллели А и а, авто- 
рой — аллели В и В (в обоих случаях первый доминирует над вторым), соста- 
вим таблицу, в которой распишем генотипы (курсивом) и соответствующие 
им вероятности мужских гамет (допустим, по горизонтали) и женских гамет 
(по вертикали), заставим их встретиться друг с другом. Запишем в клеточках 
таблицы фенотипы (прямым шрифтом) образовавшихся зигот и найдем их ве- 
роятности как произведения вероятностей соответствующих гамет. 

Однако прежде чем это сделать, давайте введем две величины, связанные 
простым соотношением д = 1 - р. Пусть одна из этих величин является веро- 
ятностью образования нерекомбинантных гамет, а вторая — рекомбинантных 
гамет. Пусть гаметы с генотипом А Виа Б образуются в сумме с вероятностью 
4, а гаметы с генотипом А Биа В — в сумме с вероятностью р. Какие из них 
являются рекомбинантными, а какие нет — зависит от генотипа исходных ро- 
дителей, вступивших в дигибридное скрещивание. 

Если исходные родители имели генотипы А А В ВиааВЬ, то гаметы 
А Виа будут нерекомбинантными (величина д в этом случае является веро- 
ятностью образования нерекомбинантных сочетаний аллелей), а гаметы А В 
иа В — рекомбинантными (а величина р — вероятностью рекомбинантных 
сочетаний аллелей). В такой ситуации, когда один родитель имеет оба доми- 
нантных аллеля, а второй — оба рецессивных, принято говорить, что аллели 
находятся в фазе притяжения (соирПие рйаз$е). 

Если родители имели генотипы А А Бриаа В В, то гаметы А Виаббу- 
дут рекомбинантными (а величина 4 является вероятностью образования ре- 
комбинантных сочетаний аллелей), а гаметы А Биа В — нерекомбинантными 
(а величина р в этом случае является вероятностью нерекомбинантных соче- 
таний аллелей). В такой ситуации, когда и доминантные, и рецессивные аллели 
двух локусов принадлежат разным родителям, принято говорить, что аллели 
находятся в фазе отталкивания (терияотп рйазе). 


314 Глава 12. Генетическое сцепление 


Оговоримся, что «притяжение» и «отталкивание» в данном случае —=ЧИЯ 
сто условные термины и означают не более сказанного выше, т. е. ни о каком 
физическом притяжении и отталкивании речи не идет. Эти понятия примени- 
мы лишь к двум локусам, имеющим доминантные и рецессивные аллели. Если 
ХОТЯ бы ОДИН ИЗ локусов проявляет неполное доминирование или кодомини- 
рование, то эти понятия теряют смысл. Однако В области своего применения 
они крайне важны, в частности, поскольку ДОЛЖНЫ быть учтены при определе- 
нии процента рекомбинации на основании расщепления в дигибридном скре- 
щивании. 

Итак, таблица гамет и образующихся зигот такова выглядит следующим 
образом: 


АВ ав АБ аВ 

9/2 9/2 р/2 р/2 
АВ АВ АВ АВ АВ 
9/2 97/4 97/4 9:р/4 9:р/4 
ав АВ аь АБ аВ 
9/2 97/4 97/4 9:р/4 9:р/4 
АБ АВ АБ АБ АВ 
р/2 9:р/4 9:р/4 р?/4 р*/4 
аВ АВ ав АВ ав 
р/2 9:р/4 9:р/4 р?/4 р?/4 


Обозначим теоретические вероятности образования зигот соответствую- 
щих фенотипов как р(АВ), р(АЪ), р(аВ), р(аЬ) и получим их суммированием 
вероятностей клеток с соответствующим фенотипом. При этом приведем фор- 
мулы к одному из двух связанных между собой параметров — 4 или р. Опыт 
показывает, что формулы получаются проще, если использовать параметр 4. 
При этом введем дополнительное обозначение 4* = х: 


р(АВ) = (9 +4 +2’) = а +49 (1-9) +2(1- ‘ ы 


НЗ 4-4 2-е в +2) = +?) 


5-м +1-м +9) =1(1-9) = -=) 
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2 
р(аЪ) и. 
4 4 

Проверим граничные условия. Если у нас имеется свободная рекомби- 
нация, то р = а = Ш2, х = 14, подставляем эти значения в вышеприведенные 
формулы и убеждаемся, что теоретические вероятности численностей классов 
есть 9/16, 3/16, 3/16 и 1/16, что и требовалось доказать. 

На самом деле, в разбираемом случае доминирования в обоих локусах те 
же выражения можно было получить гораздо проще, воспользовавшись на- 
шим знанием о дигибридном расщеплении. Мы точно знаем, что фенотип а В 
может получиться только от встречи двух гамет с генотипом а 6, каждая из ко- 
торых имеет вероятность 4/2. Таким образом, р(аБ) = х/4. Мы также знаем, 
что для фенотипов по каждому из локусов должно соблюдаться менделевское 
соотношение расщепления 3 : 1, поскольку оно никак не зависит от сцепле- 
ния с другими локусами. Вероятность каждого рецессивного фенотипа должна 
равняться 1/4. Отсюда имеем 


Р(аЪ) + р (АБ) = 1/4 = р(аБ) + р(аВ), 
в результате легко получаем 
Р(АБ) =р (аВ) = (1-х) /4. 


Теперь мы знаем вероятности трех классов из четырех и можем получить 
вероятность последнего, вычтя их из единицы: 


Р(АВ) =1-2 (1-х) /4-х/4 = (2+х) / 4. 


Однако вернемся к нашему простейшему случаю, когда оба локуса прояв- 
ляют доминирование, и попытаемся на основании экспериментальных данных 
найти значение р. Введем обозначения для экспериментальных численностей 
фенотипических классов дигибридного скрещивания: 


В Ь 
А 1 п, 
Я Е й 


и для общей численности потомства и = а: 


Мы знаем также теоретические числености этих классов: 
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Экспериментальные 
Теоретические численности 
численности 
ах 
п, р(АВ)п т п 
8 
п» п, р[аВ т = р[АВп=——п 
(@В)п = Р(АВ)я = 
$ 
п аб ]п =-—п 
Рав) = 2 


У нас есть четыре уравнения (два из них, для р(АБ) и р(аВ), совпадают) 
с одной неизвестной: х = 4 = (1-р)?, и мы можем получить эксперименталь- 
ную оценку х, а следовательно, 4 и р, подставив вместо теоретической чис- 
ленности экспериментальную. Но само количество неизвестных — одна — 
подсказывает нам, что это не есть система из четырех уравнений. Мы можем 
найти оценку х, решив каждое из них, а поскольку экспериментальные чис- 
ленности случайно флуктуируют вокруг теоретически ожидаемых (и для 
четырех таких численностей у нас есть три степени свободы), мы получим 
четыре разных оценки величины х. Например, хотя теоретические числен- 
ности классов и2 и и3 равны друг друту, в реальности их численности обычно 
в той или иной мере различаются. Заметим, что во всех четырех случаях мы 
воспользуемся только частью экспериментальной информации и получим 
оценки с разной точностью. 

Желательно иметь одно уравнение, которое включало бы в себя всю экс- 
периментальную информацию. Его можно получить, произведя какие-то объ- 
единяющие алгебраические действия с четырьмя нашими уравнениями, кото- 
рое даст нам некое результирующее уравнение, решив которое, мы получим 
экспериментальную оценку х с наибольшей возможной точностью. Данная за- 
дача была исследована великим матстатистиком и математическим генетиком 
Рональдом Фишером в 1928 г. Эти результаты актуальны и в настоящее время, 
однако мало сейчас кто вспоминает о них. 

Фишером доказано, что наиболее точную оценку (т. е. с минимально воз- 
можной ее ошибкой) дает так называемый метод произведений. Этот метод 
еще можно найти в некоторых учебниках по генетике, однако не в самых по- 
следних. По-видимому, их авторы не считают определение процента реком- 
бинации на основании расщепления в дигибридном скрещивании актуальной 
задачей. Между тем всегда, когда мы исследуем не саму по себе ДНК, а какой 
бы то ни было фенотик, в качестве первого шага генетического анализа нам не 
избежать построения генетических карт, хотя бы для того, чтобы выяснить, 
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в каком районе уже просеквенированного генома лежит определяющий его 
ген, чтобы впоследствии его идентифицировать. 

Метод произведений состоит в том, что на основании данных расщепле- 
ния мы определяем единственный экспериментальный параметр К, выражаем 
его через экспериментальную оценку х и решаем получившееся уравнение: 


коим _ (+ 


ть (1 = :] й 


2% + т? =В-2Ах + Вт. 
Получаем квадратное уравнение: 
(-я +21 +1)2-в=0. 
Вспомним, как решается квадратное уравнение: 


ат? + &+с=О0, 


р=Ь’ -— 4ас, 
ая 
т. Е 


Получим: 


2 
р=4(и+ в) +4в(1- в) = 
=4(1 +28 +ю +8 - №) =4(1+38) 
Квадратное уравнение имеет два корня. Выбираем тот из них, который 


имеет физический смысл; он заключается в том, что х представляет собой ква- 
драт вероятности 4, т. е. по определению 0 <х< 1. 


В -1+.1+38 


1 = Я 


Я == 
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В фазе отталкивания найденное значение 4 есть оценка вероятности ре- 
комбинации, в фазе притяжения эта вероятность есть 1 - 4. 

У ВСЯКОЙ оценки есть ее точность, которую можно выразить в виде сред- 
неквадратического отклонения. Можно показать, что дисперсии И = У опре- 
деляются следующей формулой: 


а ошибкур или 4 получаем, извлекая из нее квадратный корень. 


12.3.4. Сравнение разных типов скрещиваний с точки зрения 
информативности для определения вероятности рекомбинации 


Хотелось бы обратить ваше внимание на различную информативность 
трех возможных вариантов опытов по установлению частоты рекомбинации 
между ними: анализирующего скрещивания, дигибридного скрещивания с ал- 
лелями в фазе притяжения и дигибридного скрещивания с аллелями в фазе 
отталкивания. 

Ниже для этих трех типов скрещиваний приведены теоретические чис- 
ленности для расщепления 160 потомков по четырем фенотипическим клас- 
сам (которые в этих трех случаях одинаковы): 


АВ АБ 
аВ аб 


Ниже отсутствие сцепления (т. е. вероятность рекомбинации 0,5) приведено 
слева, а сцепление с вероятностью рекомбинации 0,2 — справа. Кроме того, 
для случая со сцеплением рассчитано значение критерия Х* для нулевой гипо- 
тезы об отсутствии сцепления. 

Итак, анализирующее скрещивание (ААВВ Х ааёЬ) х аабЬ: 
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Сцепления нет (р = 0,5) Сцепление, р = 0,2 Хх? 
40 40 64 16 

57,6 
40 40 16 64 


Дигибридное скрещивание, фаза притяжения: Е2 от ААВВ х аабВ: 


Сцепления нет (р = 0,5) Сцепление, р = 0,2 Хх? 
90 30 106 14 
45,5 
30 10 14 26 


Дигибридное скрещивание, фаза отталкивания: Е2 от ААВ х ааВВ: 


Сцепления нет (р = 0,5) Сцепление, р = 0,2 ре 
90 30 82 38 а 
30 10 38 2 ? 


Насколько теоретически ожидаемые численности при сцеплении отлича- 
ются от таковых без сцепления? Легче всего заметить разницу при анализи- 
рующем скрещивании, когда без сцепления мы ожидаем равную численность 
во всех классах. Со сцеплением классы, раположенные по главной диагонали, 
превышают, а расположенные по побочной диагонали — уступают по числен- 
ности тем же классом в отсутствии сцепления, различаясь между собой почти 
вчетверо. При дигибридном скрещивании уловить отклонение численностей 
при сцеплении от менделевского расщепления 9 :3:3:1 в отсутствие сце- 
пления уже не так легко. Однако мы видим, что в фазе притяжения числен- 
ность классов вдоль побочной диагонали уменьшилась почти вдвое, а класса 
аб — возросла в 2,5 раза. Труднее всего заметить отличия в случае дигибрид- 
ного скрещивания в фазе отталкивания. Конечно, численность класса аЬ упала 
в пять раз, но 2 отличается от 10 всего на 8, и отличия такого масштаба слиш- 
ком легко маскируются случайными флуктуациями. 

Наши интуитивные сравнения расщеплений находят строгое численное 
выражение в значении критерия Х?, вклад в которое в данном случае имеет 
только сцепление. Значения говорят сами за себя, убывая в ряду наших скре- 
щиваний, особенно значительно — при переходе к фазе отталкивания почти 
в шесть раз. 

Мы можем сравнить эти три модели, также приняв величину, обратную 
дисперсии параметра р, за меру информации , и расчитав количество инфор- 
мации [/и, которое несет один потомок. 
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Для дигибридного скрещивания: 


р 
и 6+2: 


Для анализирующего скрещивания: 


Г= 


Е Ве, АВ 
м р.4 


Вспомнив, что буквой х мы обозначали квадрат вероятности рекомбина- 
ции для фазы отталкивания и квадрат разности единицы, и этой величины для 
фазы притяжения, рассчитаем величину Г/и для всех трех типов скрещивания 
и вероятности рекомбинации 0,2. Получаем: 


анализирующее скрещивание 6,25 
дигибридное скрещивание, притяжение 4,8 
дигибридное скрещивание, отталкивание 1,32 


Мы приходим к простому выводу: для определения вероятности реком- 
бинации нам следует предпочесть анализирующее скрещивание. Недостатком 
этого метода служит трудоемкость, поскольку, в отличие от дигибридного 
скрещивания, мы не можем просто предоставить гибридам Е, скрещиваться 
друг с другом самим либо самоопыляться, а вынуждены совершать большую 
работу по скрещиванию: у дрозофилы это будет отбор и отсаживание только 
что вылупившихся из пупариев неоплодотворенных («виргильных») самок, 
у растений — удаление тычинок в бутоне, нанесение на рыльце пыльцы, на- 
вешивание изоляторов. Другим недостатком многих объектов служит то, что 
далеко не всегда у нас есть подходящая тестерная линия, несущая рецессивные 
аллели всех исследуемых локусов. Между прочим, последнее обстоятельство 
мешает нам и организовать дигибридное скрещивание в фазе притяжения, по- 
скольку нам опять-таки потребуется родитель, собравший все рецессивные 
аллели. Часто встречается ситуация, когда нам нужно установить, с какими 
генами сцеплена новая рецессивная мутация в неизвестном локусе. И если эта 
новая мутация обнаружена у организма дикого типа в отношении прочих при- 
знаков, то она будет наследоваться вместе с доминантными аллелями дикого 
типа всех сцепленных с нею локусов, и ввести ее в какое-либо скрещивание 
с тестерными линиями нам удастся только в фазе отталкивания, т. е. в самой 
неудобной конфигурации опыта. 

Отсюда следует, возможно, неожиданный вывод: если мы пользуемся не 
молекулярными, а видимыми генетическими маркерами, которые, как правило, 
проявляют доминирование, опыты по экспериментальному мутагенезу следу- 
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ет проводить на организмах, несущих максимальное количество рецессивных 
аллелей в самых разных частях генома, с тем чтобы вновь образующиеся му- 
тации оказались в фазе притяжения с какой-нибудь из них и были быстро ис 
успехом локализованы на хромосоме. Так, у гороха весьма популярна тестерная 
линия \\1.1238, «одиннадцать рецессивов». Однако даже если каждая из таких 
видимых рецессивных мутаций не оказывает заметного влияния на приспосо- 
бленность, когда их собирается в гомозиготе в одной линии более десятка, жиз- 
неспособность последней все-таки падает за счет каких-то неучтенных генных 
взаимодействий и плейотропных эффектов. Таким образом, тестерные линии 
невозможно накачать слишком большим количеством мутаций. 


12.3.5. Метод максимального правдоподобия 


К сожалению, такого же простого метода получения экспериментальной 
оценки величины р, как метод произведений для случаев, когда один или оба 
локуса проявляют неполное доминирование или кодоминирование, не суще- 
ствует. В результате некоторые генетики «решали» задачу вычисления доли ре- 
комбинантных гамет следующим образом: они объявляли какой-либо аллель 
доминантным и объединяли гомозиготный по этому аллелю и гетерозиготный 
классы, тем самым сводя расщепление к четырехпольной таблице. После этого 
они применяли метод произведений, который можно найти в старых учебни- 
ках. При этом они по своей доброй воле лишали себя способности различать 
гетерозиготы и тем самым выбрасывали из опыта большое количество добро- 
качественной генетической инфомрации. 

И в то же время существует несколько более сложный, зато исключитель- 
но логичный и универсальный метод, который позволяет получать экспери- 
ментальные оценки вероятности р во всех случаях, когда имеется некоторое 
количество классов и возможность выразить теоретически ожидаемые их чис- 
ленности через один или несколько вероятностных параметров. Он называет- 
ся методом максимального правдоподобия. 

Метод максимального правдоподобия был предложен Р Фишером 
и имеет универсальное применение во всех случаях, когда нам нужно по- 
лучить экспериментальную оценку некоторой вероятности (или вероятно- 
стей). Он не зависит от природы анализируемого явления и требует лишь 
существования какого-то количества альтернативных классов объектов 
и способа выражения теоретических численностей этих классов через иско- 
мую вероятность (вероятности). Доказано, что среди прочих методов экс- 
периментальной оценки вероятности метод максимального правдоподобия 
наиболее эффективен, т. е. наиболее полно использует информацию и приво- 
дит к оценкам с наименьшими ошибками. Тот, кто специализируются на тео- 
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ретической биологии, сталкивается с этим методом в основном при постро- 
ении филогенетических деревьев. 

Недостатком описываемого метода может оказаться большой объем вы- 
числений, но это не касается наших простеньких моделей генетического расще- 
пления, где он весьма эффективен. В частности, с его помощью можно получать 
оценки вероятности рекомбинации для расщеплений в дигибридном скрещи- 
вании с участием аллелей, проявляющих неполное доминирование, кодомини- 
рование или летальность. Удивительно, что в контексте оценки вероятности ре- 
комбинации не упоминается ни в одном отечественном учебнике. По-видимому, 
такое пренебрежение можно объяснить тем огромным промежутком времени, 
который прошел с момента разработки математического аппарата классической 
генетики (первые 30 лет ХХ столетия) до тех пор, когда биохимическая и мо- 
лекулярная генетика стали поставлять большое количество данных с участием 
кодоминантных маркеров (последние 30 лет ХХ столетия). 

Итак, пусть у нас есть К классов, каждому из которых соответствует веро- 
ятность попадания в него объекта Р‚, ... Р,, так что Р, + ...+ Р= 1. Пусть у нас 
в эксперименте имеется и объектов, которые распределились по этим классам, 
формируя экспериментальные численности классов и. ... п, так что и, + и, + 
...+ п, = п. Спрашивается: какова вероятность, что и объектов распределятся 
на классы именно таким образом? Ясно, что попадание каждого объекта в один 
из классов является независимым элементарным событием, и наше сложное 
событие является совокупностью таких элементарных событий. Вероятность 
сложного события есть произведение вероятностей элементарных независи- 
мых событий, поэтому для определения вероятности каждого конкретного ис- 
хода, когда каждый конкретный объект попал в тот или иной определенный 
класс и в сумме получился нужный нам расклад с конкретными значениями 
п, ... п нам следует перемножить вероятности попадания каждого из объектов 
в свой класс. (Вместо бытового слова «расклад» здесь следовало бы употребить 
термин «вектор».) Поскольку возможно очень большое количество распреде- 
лений конкретных объектов по конкретным классам, каждое из которых дает 
нужный нам расклад и, ... п, нужно умножить полученную вероятность на чис- 
ло таких возможностей. (Например, пусть у нас есть два объекта и два класса, 
причем попадание объекта в каждый из классов равновероятно. Значит, у нас 
К=2, и=2, Р = р = 1/2. Пусть нас интересует вероятность того, что в каждом 
из классов окажется по одному объекту, т. е. вероятность расклада и, = 1, и,= 1. 
Нужный нам расклад получается в двух случаях: если первый из двух объектов 
попал в первый класс, а второй — во второй и если первый объект попал во 
второй класс, а второй — в первый. Вероятность того, что один объект попал 
в первый класс и один во второй, есть произведение вероятностей Р‚ х Р›= 1/4. 
Такова же вероятность второго нужного нам события. Значит, нам нужно воз- 
вести эту вероятность в квадрат и домножить на 2. 


12.3. Вероятность кроссоверной рекомбинации между двумя локусами... 323 


Если мы все это проделаем, то получим иолиномиальное распределение, ко- 
торое и отвечает на вопрос, какова вероятность конкретного расклада ип объ- 
ектов на классы. Это распределение есть обобщение биномиального распре- 
деления на случай, при котором возможно несколько разных исходов. Наша 
вероятность выглядит следующим образом: 


п! 


п, | | 
ь 7, ...П, : 


Выражение в скобках представляет собой так называемый полиномиаль- 
ный коэффициент — аналог числа сочетаний, но для многомерного случая; он 
представляет собой число возможных способов распределения индивидуаль- 
ных объектов по классам для достижения расклада и, ... и,. Произведение ве- 
роятностей классов, возведенных в степень экспериментальных численностей 
классов, как раз и есть произведение вероятностей элементарных событий. 

ПустьР,, ...Р, представляют собой функции от некоего параметра х, экспе- 
риментальную оценку которого мы ищем. Суть метода максимального правдо- 
подобия проста: нам нужно найти такое значение х, при котором вероятность 
нашего расклада Р, „‚ окажется максимальной, поскольку эта вероятность 
сама оказывается функцией от х. Задача сводится к нахождению максимума 
функции и решается путем дифференцирования ее по аргументу х и нахожде- 
нию значений аргумента, при которых производная равна нулю: 


Однако, согласитесь, наша функция имеет вид, неудобный для диффе- 
ренцирования, так как является произведением степеней. И здесь нам прихо- 
дит на помощь такая замечательная функция, как логарифм. Во-первых, она 
монотонна. Следовательно, [м(Кх)) имеет максимумы и миниумы при тех же 
значениях аргумента х, что и Кх). Поэтому вместо того, чтобы искать макси- 
мум вероятности нашего расклада, мы можем искать максимум ее логариф- 
ма. Во-вторых, логарифмирование сильно «облагораживает» формулу, делая 
ее вполне пригодной для дифференцирования. Произведения превращаются 
в суммы, а степени — в сомножители. Полиномиальный коэффициент не за- 
висит от х и оборачивается всего лишь константой С: 

Логарифм полиномиальной вероятности называется функцией макси- 
мального правдоподобия Г: 


р=ш(Р } =С+пш(Р)+.. +”, в(Р.). 


п, .-.П, 


324 Глава 12. Генетическое сцепление 


Чтобы найти оценку параметра х, при которой вероятность нашего рас- 
клада максимальна, нужно продифференцировать функцию максимального 
правдоподобия по х, приравнять производную к нулю и решить получившееся 


уравнение: 
ат (Р._„ (2) _ 6 (2) 
ат — @ 


Давайте проделаем это на конкретном примере, а именно найдем оценку 
вероятности рекомбинации для рассмотренного выше случая дигибридного 
расщепления по двум локусам, проявляющим доминирование. Четыре фено- 
типических класса были обозначены следующим образом: 


=0 


В Ь 
А п, В. 
а п, п, 


где (, + п, + п, +п,] = ^. 


Вспомним, какие выражения для вероятностей попадания в эти классы 
мы получили ранее: 


В Ь 
2+т 1-х 
А 
4 4 
1-х г 


Функция максимального правдоподобия примет следующий вид: 


2+ х 1-х 


Г=С+т № + (пм, + т, 2 + ша = 
=С'+п Ш (2 + =) + (", + п, т (=) томе 
Дифференцируем и приравниваем ее к нулю: 
ом №) п 
4х 2-+х 1-х т. 
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Приводим к общему знаменателю и приравниваем к нулю числитель: 
п, (1 — т) = (я, + п,) (2 + т) +, (2 + =) (1 — =) = 
= пх-— п" — 2(п, + п, — (п, + п.) +2, + п - 
ина = ЕЯ = + 
+(®, — 2(п, + п.) п, = 2, ®+2п, = 
= — пл” + (п, — 2т, — 2п, — 2+ 2м, = 0. 
Получаем квадратное уравнение: 
пл” — (, =: — 21 = п, | т-2т, =0. 


Решая его, получаем следующие корни: 


2 
и —21, =2и, =, = (п, — 2, — 2, — п, + 8 пп, 


2п 


Выбираем из них осмысленный, который, как мы помним, является оцен- 
кой квадрата вероятности образования рекомбинантных (для аллелей в фазе от- 
талкивания) или нерекомбинантных (для аллелей в фазе притяжения) гамет. 

Таким образом, для нахождения экспериментальной оценки вероятности 
образования рекомбинантных гамет мы снова получили квадратное уравне- 
ние. Оно совсем не похоже на таковое, полученное методом произведений, 
в которое вообще не входили численности отдельных классов, а лишь учиты- 
вающий их в целом параметр К. Тем не менее, оба они дают хорошую оценку 
искомой величины х. 

Теперь найдем ошибку полученной оценки. 

Заметим, что мы получили оценку нашего параметра, найдя максимум 
функции максимального правдоподобия, которая монотонно связана с веро- 
ятностью наблюдаемого расклада экспериментальных численностей. Из мате- 
матического анализа мы помним, что максимумы бывают пологие и острые. 
Понятно, что чем более пологий максимум мы нашли, тем больше ошибка 
нашей оценки, поскольку при отклонениях значений аргумента х от точки 
максимума значение функции будет незначительно отклоняться от макси- 
мума. И наоборот, при остром макимуме значение функции быстро падает 
при отклонении аргумента от точки максимума. Острота максимума зависит 
от второй производной функции по ее аргументу: чем больше вторая произво- 
дная, тем острее максимум. Поэтому неудивительно, что дисперсия найденной 
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экспериментальной оценки х ищется исходя из второй производной функции 
максимального правдоподобия следующим образом: 


1 
—. 
|7 
ах 


"=- 


Здесь операция Е означает подстановку теоретических численностей 
вместо экспериментальных после дифференцирования (это означает, что мы 
изучаем поведение идеальной функции максимального правдоподобия в дан- 
ной точке, найденной нами экспериментально). В точке максимума функции 
вторая производная всегда отрицательна, отсюда минус. Чем она больше, тем 
дисперсия меньше, поэтому она в знаменателе. 

Получаем вторую производную функции максимального правдоподобия: 

а, п, п, тп п 


йа) (а г. 


Подставляем теоретические численности вместо п, = п: 


4") Ча) (1-2) 9 
1 2 1 
=-— + +-|= 


— в [1-2)2+2[2 +22 + (2+2) (1-2) _ 
4 (2+) (1-22 
_ я (2+1) | 
2 (2 нЕ 2) (1- <] 


Находим дисперсию оценки параметра х: 
22+ =) (1-2) 


„= п (22 +1) 


т 


Теперь нам нужно получить дисперсию 4 (она же дисперсия р), т. е. ква- 
дратного корня из х. 
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Известно, что если 
= (и), 


то выполняется следующее соотношение: 


не . 
и 
т | ау 


Воспользовавшись этим правилом, для величины 1 получаем 


а значит, 


Мы получили то же самое выражение, что и в случае метода произведений 
(вывод которого был опущен)! Этот результат, полученный Фишером, говорит 
о том, что метод произведений и метод максимального правдоподобия равно- 
мощны, имея одну и ту же ошибку. При этом Фишером же было доказано, что 
ни один метод не может дать оценку вероятности с меньшей ошибкой, чем ме- 
тод максимального правдоподобия, что делает его наилучшим из возможных. 

Нетрудно убедиться, что для анализирующего скрещивания метод мак- 
симального правдоподобия даст тождественно ту же оценку вероятности, 
что и наш «метод здравого смысла», а именно отношение количества реком- 
бинантных гамет ко всем гаметам, наблюдавшимся в опыте по скрещиванию 
двойной гетерозиготы Е, с тестером. 

К сожалению, для дигибридного скрещивания с участием одного или обо- 
их локусов, аллели которого (которых) проявляют неполное доминирование 
или кодоминирование — ситуации, при которых мы получаем 6 или 9 феноти- 
пических классов потомства, простых методов оценки вероятности рекомби- 
нации, подобных методу произведений, не существует. К счастью, для любой 
модели наследования мы можем применить метод максимального правдопо- 
добия аналогично тому, как указано выше, получить уравнение и решить его 
относительно этого параметра. В результате могут возникать уравнения раз- 
личной степени, которые не всегда решаются аналитически, но их легко ре- 
шить численно, написав нехитрую компьютерную программку. 
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Вот, к примеру, как выглядят теоретические вероятности девяти феноти- 
пических классов, рассчитанные для случая расщепления в Е, по двум локусам, 
аи Ь, каждый из которых проявляет неполное доминирование или кодоми- 
нирование. Здесь р и 4 — снова вероятности образования кроссоверных и не- 
кроссоверных гамет соответственно, причем неважно, какая буква что означа- 
ет — таблица симметрична относительно обеих диагоналей, р +4 = 1. 


Фенотипы Ь, | Ь, 
а, 47/4 2ра/4 р?/А 
аа, 2ра/4 (24?+ 2р?/)/4 2ра/4 
а, р?/4А 2ра/4 47/4 


Применение метода максимального правдоподобия относительно р или 
4 даст нам уравнение третьей степени. 

Для случая, когда аллель А доминирует над аллелем а, а аллели локуса 
Ь проявляют неполное доминирование или кодоминирование, теоретические 
вероятности фенотипических классов выглядят следующим образом: 


Фенотипы Ь, ЬЬ, Ь, 
А 1 - р?/4 2(р?-р+1) /4 Р-Р) /4 
а р?/4 2РА - р) /4 (1-р)?/4 


Здесь метод максимального правдоподобия приведет нас к уравнению 
четвертой степени. 

Прелесть описываемого метода заключается в том, что мы можем его при- 
менить для любой модели наследования. 

Допустим, у нас есть случай криптомерии, когда локус В гипостатичен ло- 
кусу а. Обозначим три получающихся фенотипических класса как п, п, ии.. 


А а 
В п, я 
Ъ п, - 


Если аллели локусов а и В находятся в фазе отталкивания, то метод макси- 
мального правдоподобия приводит нас к простой формуле для оценки вероят- 
ности рекомбинации р: 
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Если у нас есть локус а с доминированием, причем с рецессивным аллелем 
а сцеплена рецессивная леталь, то метод максимального правдоподобия позволит 
нам вывести формулу для оценки вероятности рекомбинации между локусом а и 
леталью на основании численности фенотипического класса а среди и потомков: 


Если же леталь сцеплена с доминантным аллелем А (пусть численности клас- 
сов с фенотипами А и а обозначаются теми же буквами), мы получим формулу 


А-—2а 
о 


р = 


Если же леталь сцеплена с аллелем в локусе, проявляющем неполное до- 
минирование или кодоминирование, то метод максимального правдоподобия 
приведет нас к уравнению пятой степени. 


12.3.6. Рекомбинантные инбредные линии 


Существует способ избежать проблем определения доли рекомбинантных 
гамет на основе расщепления во втором поколении дигибридного скрещива- 
ния, который, хотя и занимает много времени, имеет ряд других преимуществ. 
Пусть у нас есть растение, способное к самоопылению. Пусть мы провели ди- 
гибридное скрещивание и получили потомков Е,. Предоставим им самоопы- 
литься и получим потомков Е, и так далее в ряду поколений. Что будет про- 
исходить в ряду поколений самоопыления с генотипами? Рассмотрим один 
локус. Если родители различались по аллелям этого локуса, то все потомки 
Е, будут гетерозиготными, а среди потомков Е, в соответствии с расщеплением 
1:2: 1 гетерозиготными будет половина из них, а половина — гомозиготными. 
Все дальнейшее потомство этих гомозигот будет гомозиготным, а гетерозиго- 
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ты, будучи неотличимы от гибридов Е‚, снова дадут половину гомозигот, а по- 
ловину гетерозигот. Нетрудно понять, что доля гетерозигот по данному локусу 
в популяции потомков И будет соответствовать формуле 


1/1 — (1/2). 


где и — номер поколения, т. е. она будет падать в геометрической прогрессии. 
Уже среди Е, ожидаемая доля гетерозигот упадет до 1/128, а это означает, что 
в выборке привычных нам размеров порядка сотни особей, скорее всего, не 
останется ни одной гетерозиготы, и с точки зрения нашего локуса эта выборка 
превратится в серию чистых линий. И так будет происходить с каждым локу- 
сом, вне зависимости от какого-либо генетического сцепления. В конце кон- 
цов, получится набор чистых линий, у которых все локусы будут гомозиготны, 
а фенотип будет в полной мере отражать генотип. 

В отношении локусов, оказавшихся в гомозиготе, кроссинговер не приво- 
дит ни ккаким последствиям, различимым на уровне генетического расщепле- 
ния. Но до тех пор пока два локуса остаются гетерозиготными, кроссинговер 
может привести к рекомбинации между их аллелями. 

Возникает вопрос: в каких сочетаниях окажутся аллели сцепленных локусов 
в наших линиях, потерявших всю свою гетерозиготность и превратившихся в на- 
бор чистых линий? Понятно, что генетическая рекомбинация между аллелями 
пары локусов возможна в каждом поколении до тех пор, пока хотя бы один из этих 
локусов не окажется в гомозиготе. Поскольку это может продолжаться более од- 
ного поколения, рекомбинантные сочетания аллелей зафиксируются в наших ли- 
ниях с частотой, превышающей вероятность рекомбинации в одном мейозе. 

Прежде всего укажем, что полученная таким образом популяция чистых 
линий, восходящих к одному дигибридному скрещиванию, называется попу- 
ляцией рекомбинантных инбредных линий (РИЛ). Получение РИЛ возможно 
не только для самоопыляющихся растений, но и для животных и перекрестно- 
опыляемых растений путем скрещивания брат-сестра. 

Нет сомнений, что должен существовать способ оценки вероятности ре- 
комбинации между двумя локусами в одном мейозе на основании частоты 
рекомбинантных аллелей, зафиксировавшихся в популяции рекомбинантных 
инбредных линий. Соответствующую формулу вывели в 1931 г. Джордж Хол- 
дейн и Конрад Уоддингтон. Для самоопыления она имеет вид 


ре =2р/ (1+2р), 
р= р®® / 2(1 - рез), 


(здесь р — вероятность рекомбинации в одном мейозе, роо — доля рекомби- 
нантных гамет в рекомбинантных инбредных линиях, достижимых в идеале 
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на бесконечном числе поколений, но на практике — уже на десятке; таким 
образом ее значение может быть оценено в эксперименте). Для скрещиваний 


брат-сестра формула принимает вид 


рез =4р/ (1+ 6р), 
р = р® / 2(1 - Зроэ). 


То же соотношение можно выразить 
графически. На рис. 12.1” изображены гра- 
фики зависимости вероятности (выражен- 
ной в процентах) доли рекомбинантных га- 
мет в одном мейозе (по горизонтали) и доли 
рекомбинантных сочетаний аллелей в РИЛ 
(по вертикали) для различных типов скре- 
щиваний при получении серии рекомби- 
нантных инбредных линий. 

Метод рекомбинантных инбредных 
линий имеет то преимущество, что эти ли- 
нии можно поддерживать и анализировать 
в течение неограниченного времени, тогда 
как возможность анализа дигибридного 
скрещивания ограничена временем жиз- 
ни потомков второго поколения. Это пре- 
имущество сделалось особенно важным 
с развитием генетики молекулярных при- 
знаков: появляются возможности анали- 
за все новых и новых локусов, о которых 
могли и не подозревать в те времена, когда 
проводилось изначальное скрещивание. 
Подобные локусы можно анализировать 
у одного и того же набора РИЛ, ставя их 
на одноу и ту же генетическую карту. Впро- 
чем, сейчас, когда молекулярные признаки 
в основном касаются первичной структуры 
ДНК, можно выделить ДНК из потомков Е, 


зо 


5 Е 


Рис. 12.1. Графики зависимости 
частоты кроссоверных гамет в серии 
полностью огомозигоченных 
рекомбинантных инбредных 

линий роз (вертикальная ось) — 

от частоты кроссоверных гамет 

в одном мейозе, р, для следующих 
случаев: 1 — самоопыления; 2 — 
генов Х-хромосомы в скрещиваниях 
брат-сестра; 3 — аутосомных генов 
в скрещиваниях брат-сестра; 4 — 
генов Х-хромосомы в скрещиваниях 
дочь-отец; 5 — аутосомных генов 

в скрещиваниях дети-родители 


которой хватит на большое число разных опытов (вплоть до секвенирования пол- 
ного генома). Тем не менее, эта ДНК будет невосполнимым ресурсом, в отличие 
от ДНК рекомбинантных инбредных линий. 


`НаЯЧапе ].В. С., У’аадтеюлп С.Н. Табгее@ 1 ап4 ПпКаее // Сепейс$. 1931. \Уо/. 16. 
Р. 357-374. 
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ГААВА 15 


РЕКОМБИНАЦИОННЫЕ ГЕНЕТИЧЕСКИЕ КАРТЫ 


13.1. Хромосомная теория наследственности 
и кроссинговер 


Напомним, что наследование, сцепленное с полом, явлется одним из под- 
тверждений того, что гены находятся в хромосомах. Как мы сейчас увидим, 
другие подтверждения того же самого были получены при изучении рекомби- 
нации генов. Таким образом, такие большие темы, как определение пола и ре- 
комбинация, имеют прямое отношение к хромосомной теории наследственно- 
сти. Первое предположение о том, что элементы наследственности находятся 
в хромосомах, поскольку хромосомный материал в равной степени распреде- 
ляется между дочерними клетками при делении, было выдвинуто Вильгель- 
мом Ру (МИ Ше]т КВопх) в 1883 г., через 18 лет после знаменитой работы Мен- 
деля. В 1902-1903 гг. Уолтер Саттон и Теодор Бовери независимо выдвинули 
хромосомную теорию наследственности, также утверждавшую, что гены на- 
ходятся в хромосомах, но более детально обоснованную. А за ее развитие и до- 
казательство на примере дрозофилы Нобелевская премия была присвоена ве- 
ликому генетику Томасу Моргану в 1933 г. (через 50 лет после предположения 
Ру). Вообще, многие правильные идеи приходят в голову независимо многим 
ученым и гораздо раньше, чем научное сообщество оказывается готовым к их 
восприятию. Но идей всегда существует множество самых разных, тогда как 
ценность имеют лишь идеи, сопровождающиеся хорошим обоснованием. 

О генетическом сцеплении впервые сообщил Карл Корренс в 1900 г. Уже 
в 1911 г. Т. Морган интерпретировал генетическое сцепление как нахождение 
генов в одной и той же хромосоме, а рекомбинацию сцепленных генов связал 
с обменом гомологичных хромосом своими участками — кроссинговером, ко- 
торый был открыт на цитологическом уровне бельгийским ученым Франсом 
Альфонсом Янсенсом двумя годами ранее, в 1909 г. Согласно гипотезе Каль- 
вина Бриджеса, ученика Моргана, кроссинговер происходит по принципу 
разрыв-воссоединение (и это почти правильно). 

Прямое подтверждение связи рекомбинации аллелей, наблюдаемой в по- 
томстве гетерозигот с кроссинговером, т. е. с обменом гомологичными хро- 
мосомами своими участками, можно получить, если две гомологичные хро- 
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мосомы маркированы как разными аллелями, фенотипическое проявление 
которых можно наблюдать в потомстве, так и морфологическими особенно- 
стями, наблюдаемыми под микроскопом. 

Первое такое доказательство было получено Куртом Штерном в 1931 г. 
на дрозофиле. В опыте использовалось три морфологически различимых вари- 
анта Х-хромосом: 1) нормальная; 2) укороченная, так как часть Х-хромосомы 
была транслоцирована (перенесена) на аутосому 4; 3) Г-образная, на которую 
было транслоцировано одно из плеч У-хромосомы, в результате Х-хромосома 
из акроцентрика превратилась в субметацентрик, состоящий из центромеры, 
длинного плеча, идентичного Х-хромосоме, и короткого плеча от У-хромосомы. 
Укороченная хромосома несла две мутации — рецессивную мутацию сг 
(сагпаНоп, в гомозиготе — красно-коричневые глаза) и доминантную мутацию 
Ват (В, суженные, палочковидные глаза). Г-образная хромосома несла нормаль- 
ные аллели — доминантный с7+ и рецессивный В+ (нормальные глаза). Добав- 
ление плеча от У-хромосомы никак не сказывалось на фенотипе (как мы убеди- 
лись ранее, добавление даже целых У-хромосом не оказывает эффекта). Самок, 
гетерозиготных по Х-хросомомам типа 2 и 3, т. е. имевших и укороченную 
с мутациями, и Г-образную Х-хромосомы, скрещивали с самцами, имевшими 
нормальную Х-хромосому типа 1, несущую оба рецессивных аллеля рассматри- 
ваемых локусов — сги В+. Тем самым получилась ситуация анализирующего 
скрещивания. Анализировалось только женское потомство из опасений пере- 
путать субметацентрические Г-образную хромосому и У-хромосому у самцов. 
Как и ожидалось, в потомстве наблюдались самки, получившие от матерей не- 
рекомбинантные гаметы и проявлявшие, соответственно, фенотипы сг В и сг+ 
В+ и с меньшей частотой получившие рекомбинантные гаметы с фенотипами 
сг+ В ист В+. У всех четырех классов одна из Х-хромосом была нормальной 
длины, так как она была получена от отца. Вторая Х-хромосома в нерекомби- 
нантных классах также имела ожидаемую морфологию: типа 2 (укороченная) 
и 3 (Г-образная) соответственно. Исходя из предположения, что рекомбинант- 
ные классы получили от матери гаметы, содержащие Х-хромосому, у которой 
прошел обмен между локусами сг и В, мы вправе ожидать Х-хромосому с реком- 
бинантной же морфологией (рис. 13.1"). И действительно, у мух с фенотипом сг+ 
В наблюдалась Х-метацентрическая хромосома, состоящая из двух одинаковых 
коротких плеч, которые мы можем интерпретировать как укороченное плечо 
Х-хромосомы и плечо от У-хромосомы, т. е. такая Х-хромосома несла обе анома- 
лии сразу. У мух с фенотипом сг В+ обе Х-хромосомы были нормальными, т. е. 
хромосома, полученная от матери была также лишена цитологически различи- 
мых аномалий, как и полученная от самца. Действительно, при кроссинговере 


`Гершензон С. М. Основы современной генетики. Киев: Наукова думка, 1979. 
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Рис. 13.1. Доказательство связи генетической рекомбинации 


и кроссинговера в опыте К. Штерна 
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хромосомы должны обмениваться участками крест-накрест. Зафиксировав об- 
мен на фенотипическом уровне в виде рекомбинантного фенотипа, мы увидели, 
что, будучи обменом между хромосомами, несущими разные аномалии по обо- 
им своим концам, он привел к появлению хромосомы, имеющей обе аномалии, 
и хромосомы, не имеющей их. 

Сходным образом, использовав хромосому с аномалиями по обоим кон- 
цам (блок гетерохроматина на одном конце и удлинение на другом) и нормаль- 
ную хромосому, Крейтон и Мак-Клинток получили аналогичное цитологиче- 
ское доказательство кроссинговера у кукурузы. 
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Еще в 1911 г. Морган предположил, что сила сцепления между генами, 
измеряемая в частоте рекомбинантных гамет, отражает пространственные 
взаимоотношения между этими генами в хромосомах. В 1913 г. его молодой 
коллега Альфред Стёртевант обнаружил, что использование частот гамет, ре- 
комбинантных в отношении двух генов, в качестве меры расстояния (назовем 
его рекомбинационным расстоянием) между ними позволяет располагать гены 
в линейном порядке (вот для чего мы так подробно говорили о способах опре- 
деления этой частоты в гл. 12). 

(Можно заметить, что почти все простые, смелые и верные гипотезы, ка- 
сающиеся хромосомной теории наследственности, были одновременно выдви- 
нуты и тут же проверены в течение второго десятилетия ХХ в., т. е. примерно 
100 лет назад, членами лаборатории Т. Моргана в Колумбийском Университе- 
те в Нью-Йорке А. Стёртевантом, К. Бриджесом и Г. Мёллером. Морган давал 
им большую свободу теоретической и экспериментальной деятельности, в ре- 
зультате чего в этом замечательном коллективе шло интенсивное совместное 
творчество и обмен идеями, так что сейчас сложно установить, кто из них что 
предположил первым. Г. Мёллер, будучи в большей степени теоретиком и в 
меньшей — экспериментатором, иногда чувствовал себя обойденным в вопро- 
сах приоритета. А. Стёртевант и Г. Мёллер впоследствии также стали лауреата- 
ми Нобелевской премии). 

Суть открытия Стёртеванта заключалась в следующем. Сумма либо раз- 
ность рекомбинационных расстояний от некоего локуса до двух соседних ло- 
кусов оказалась равной рекомбинационному расстоянию между этими двумя 
соседними локусами, что и предполагало расположение генов в линейном по- 
рядке. На этом основании он построил первые рекомбинационные генетиче- 
ские карты. Постоенная им карта включала три локуса дрозофилы: у (уеПот,, 
мутантный фенотип — желтое тело), и (иййе, мутантный фенотип — белые 
глаза) и 1 (йа, вильчатые крылья). Выглядела она так: 
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Однако вскоре обнаружилось, что в действительности все сложнее. 


13.3. Неаддитивность рекомбинационных расстояний 


Выяснилось, что фактические данные проявляют систематическое откло- 
нение от простого принципа, первоначально выдвинутого А. Стёртевантом. 
Расстояние между двумя локусами, измеренное как частота гамет, рекомби- 
нантных в отношении этих локусов, систематически оказывается несколько 
меньше суммы расстояний от каждого из них до локуса, расположенного меж- 
ду ними. Этот эффект тем сильнее, чем с большими значениями частот реком- 
бинации мы имеем дело. На рис. 13.2" показано, как в реальном опыте могут 
выглядеть расстояния, измеренные в качестве частот рекомбинации. 

В чем же причина такого систематического отклонения? Нам необходи- 
мо вспомнить причину генетического сцепления и того факта, что оно может 
быть не абсолютным. Генетическое сцепление проявляют гены, находящиеся 

в одной хромосоме, а реком- 
бинация между ними проис- 


|: т сз Нё1 $СА ходит за счет кроссинговера 
В НО НИ НЕ В профазе мейоза. Если одна 
27 10.2 9.7 3.5 и та же хроматида будет во- 
и влечена сразу в два крос- 

. 11.2 12.8 
НЕ ЕВРЕИ 1 соверных события: одно — 
19.3 на участке между локусами 


А и В, а второе — на участке 
между локусами В и С, то мы 
Й } зарегистрируем по одному 
кроссоверному событию при 
подсчете частоты рекомби- 


Рис. 13.2. Частоты рекомбинации между парами нантных гамет для каждого 
локусов, расщепляющихся угибридов второго из этих участков, но не заре- 
поколения одного дигибридного скрещивания гистрируем ни одного крос- 


`Соге! Е.Т., Вегапщоу У.А. СоШив 5йооЕ (с5й), а пем плибаНоп аНесние зВоо{ 
этауйгор1зт // Р1зат Сепейс®. 2001. \Уо|. 33. Р. 9-10. 
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соверного события между локусами А и С, поскольку второе событие возвра- 
щает нам нерекомбинантное сочетание аллелей локусов А и С. 

Эту интерпретацию неаддитивности рекомбинатных расстояний предло- 
жил также А. Стёртевант и доказал ее с помощью трехфакторных скрещи- 
ваний, в которых рассматривается поведение трех сцепленных генов, подоб- 
ных тому скрещиванию, на котором была основана его самая первая карта, но 
на гораздо больших выборках (рис. 13.3”). 

Рассмотрим результаты реального картирования трех локусов — уеПом 
(у), ятсей (п) и тиишите (т) — на Х-хромосоме дрозофилы. Были взяты ге- 
терозиготные самки, у котрых аллели всех трех локусов находились в фазе 
притяжения, т. е. один гомолог нес доминантные аллели дикого типа во всех 
трех локусах, а другой — их рецессивные аморфные (1055 о{ипсНоп) мутации 
(аллель у в гомозиготе убирает черный рисунок на теле, аллель 5И в гомозиготе 
дает кривые и недоразвитые, как бы опаленные ($1ие4), щетинки, аллель т — 
уменьшенные крылья). Эти самки скрещивались с самцами, гемизиготными 
по мутантным аллелям. Таким образом была создана ситуация анализирую- 
щего скрещивания (все гаметы одного из родителей идентичны и несут только 
рецессивные аллели), которая 
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тывать рекомбинантные и не- "У. м 
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ченных частот рекомбинации скрещивание с участием контрастных 
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получить частоту рекомбинации у — т, т. е. именно и только долю гамет, не- 
сущих рекомбинантные сочетания этих двух локусов (при этом мы обраща- 
ем внимание только на аллели этих двух локусов и не следим за локусом 5и), 
мы должны сложить одиночные кроссоверы у — 5" и зи — т, получаем 30,5 %. 
Полученная величина меньше суммы найденных выше частот рекомбинации 
на двух участках на удвоенную долю двойных кроссоверов, так как при сложе- 
нии частот рекомбинации на двух участках мы засчитали по два кроссоверных 
события на каждый двойной кроссовер. Итак, для трех сцепленных локусов, 
расположенных в порядке А-В-С, наблюдаемые доли рекомбинантных гамет 
г будут связаны следующей простой формулой: 
Ас Гав + вс 2 Тр 

где г, — частота случаев одновременного кроссинговера на обоих участках 
между локусами (двойные кроссоверы). 

Но можно ли вычислить частоту этих двойных кроссоверов теоретиче- 
ски? Частоты есть выборочные оценки вероятностей. Вероятности сложных 
случайных событий, являющихся сочетаниями двух независимых случайных 
событий, получаются путем перемножения вероятностей последних. Зависи- 
мы ли события кроссинговера на наших соседних межлокусных промежут- 
ках друг от друга? Мы пока не знаем ответа на этот вопрос. Но давайте про- 
верим наиболее простую гипотезу — эти события независимы друг от друга. 
В приведенном выше примере оценки вероятностей кроссинговера на двух 
участках есть 0,215 и 0,152. Перемножив эти величины, получаем 0,0327, т. е. 
3,3 %, что очень близко к наблюдаемой частоте 3,1 %, которая совсем немно- 
гим меньше. У нас появились основания полагать, что события кроссингове- 
ра независимы друг от друга. 


13.4. Простая (и неверная) математическая модель 
кроссинговера 


Что будет, если мы возьмем локусы А-В-С на таких расстояниях, что веро- 
ятности кроссинговера на участках А-В и В-С будут составлять единицу? Если 
мы снова перемножим эти вероятности, то получим вероятность двойных 
кроссоверов также равную единице. Это значит, что все гаметы будут двой- 
ными кроссоверами. А так как они восстанавливают нерекомбинантные со- 
четания аллелей двух локусов, то рекомбинантное расстояние А-С окажется 
равным нулю. Надеемся, никто не пойдет по только что описанному бездум- 
ному пути рассуждений, ведь мы уже кое что знаем о механизме кроссоверной 
рекомбинации. Кроссоверная рекомбинация происходит в профазе мейоза 
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и состоит в перекрестном обмене гомологичных хромосом своими участками 
посредством разрывов и крест-накрест воссоединений молекулы ДНК (более 
детально эти механизмы будут рассмотрены в гл. 15). При этом ДНК выступает 
не как носитель генетической информации, а как линейный биополимер, более 
или менее гомогенный по своей длине в отношении своих физико-химических 
свойств. Механизм кроссинговера никак не принимает во внимание инфор- 
мационное содержание ДНК, а именно то, где на ней находятся гены, а где — 
межгенные промежутки. Этот механизм имеет дело только с участком ДНК 
определенной длины. Если мы действительно хотим начать с простой нулевой 
гипотезы, нам следует предположить, что события кроссинговера происходят 
на неком участке ДНК: во-первых, случайно в отношении местоположения 
конкретной точки кроссинговера, во-вторых, с вероятностью тем большей, 
чем длиннее этот участок ДНК, в-третьих, независимо друг от друга. 

Введя эти предположения, мы, по сути, описали кроссинговер как иро- 
стой, (или стационарный) пуассоновский процесс. Пуассоновским процессом 
называется ситуация, когда мы имеем некую вещественную шкалу, простран- 
ственную или временную (обозначим ее #), в разных точках которой происхо- 
дят независимые случайные события, причем вероятность наступления этих 
событий распределена вдоль шкалы равномерно с определенной мгновенной 
плотностью (обозначим ее Л). Мгновенная плотность есть предел относитель- 
ного приращения ДР / ДЁ вероятности наступления события Р при увеличении 
интервала шкалы Т на ЛЬ если последнюю величину устремить к нулю. Боль- 
шая часть примеров простого пуассоновского процесса связана со случайными 
событиями, произошедшими во времени, поскольку время является той самой 
одномерной шкалой. Хорошим примером пуассоновского процесса вообще (в 
том числе с переменной плотностью) являются входящие телефонные звонки, 
а если плотность их постоянна (как, например, в справочной большого аэро- 
порта), то это будет именно простой пуассоновский процесс. Пространственные 
примеры встречаются реже, поскольку там мы редко имеем одномерные шкалы, 
но также возможны. Допустим, если мы рассмотрим узкую дорогу постоянной 
ширины, на которую пролился кратковременный дождь, то попадание капель 
в точки вдоль длины дороги будет простым пуассоновским процессом. А можно 
рассматривать как такую шкалу и площадь поверхности, причем любой формы, 
просто такой пример не будет столь нагляден, как в случае дороги, одномерная 
структура которой соответствует одномерности шкалы площади. 

Молекула ДНК представляет собой нить и являет нам ту самую одномер- 
ную шкалу. Молекула ДНК состоит из нуклеотидов, дискретна, а не гомогенна 
и бесконечно делима, но этим обстоятельством можно пренебречь, как мы пре- 
небрегаем тем фактом, что всегда измеряем вещественные величины с каким- 
то шагом. Являются ли акты кроссинговера, происходящие в той или иной 
точке этой шкалы, случайными, независимыми и равномерно ли распределена 
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плотность их вероятности вдоль молекулы ДНК? Ответ на эти вопросы сле- 
дует искать экспериментально; хорошо уже то, что мы знаем, какие вопросы 
задавать природе, и имеем простую нулевую гипотезу: ответы на все заданные 
вопросы положительны, т. е. кроссинговер — это простой пуассоновский про- 
цесс. Давайте тогда исследуем, какие предсказания дает наша нулевая гипотеза 
и соответствуют ли они действительности. 

Математические свойства простого пуассоновского процесса известны. 
В частности, известен ответ на вопрос, сколько событий произойдет на интер- 
вале шкалы длиной Т. Это число (обозначим его К) также является случайной 
величиной с областью определения в виде неотрицательных целых чисел, а ве- 
роятности ее значения описываются распределением Пуассона: 


Р(К) = х‹е-х/ К! 


гдех =Л Т, т. е. мгновенная плотность вероятности, умноженная на длину ин- 
тервала (это произведение есть среднее количество событий на этом интерва- 
ле). На рис. 13.4 ` показано, как выглядит это распределение при х = 1, 4и 10. 
Существует  вреднейший 
миф, утверждающий, что рас- 
пределение Пуассона — это 
якобы распределение редких 
событий. Мы видим, что об- 
ласть определения К неограни- 
чена справа, т. е. на сколь угодно 
малом интервале теоретически 
может произойти сколь угодно 
большое количество событий, 
00 №. И. и мы можем рассчитать вероят- 
о 5 10 15 2% ность такого исхода. Источник 
этого мифа состоит в способе 
математического вывода рас- 
пределения Пуассона. Послед- 
нее получается в качестве пре- 
дела (!) биномиального распределения получения К благоприятных исходов 
в и испытаниях Бернулли с вероятностью благоприятного исхода х/и, если 
И > =. Для наглядности этот вывод принято представлять следующим обра- 
зом. Если мы возьмем интервал шкалы Т и будем разбивать его на все боль- 
шее число частей и, так что, в конце концов, вероятность события на каждой 
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Рис. 13.4. Распределение Пуассона 
со значениями 1, 4 и 10 матожидания х 
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окажется настолько малой, что более одного события станут практически 
невозможны, то общее число событий на всем интервале Т мы сможем под- 
считать, исходя из биномиального распределения с вероятностью х/и, и да- 
лее перейдем к пределу, увеличивая и до бесконечности. Легко понять, что 
этот предел зависит от исходной величины х, но никак не от и, а редкость со- 
бытия появляется лишь при умозрительном устремлении и к бесконечности. 
Само же распределение Пуассона допускает любые неотрицательные значе- 
ния целочисленной величины К и при любом значении параметра х. 

Распределение Пуассона имеет единственный параметр х, который есть 
его матожидание. В нашем случае мы интерпретируем его как среднее количе- 
ство кроссоверных событий на неком участке ДНК определенной длины (ко- 
торую мы можем выбрать произвольно). 

Кроссинговер происходит в мейозе. В генетическом эксперименте мы 
имеем дело с потомками, каждый из которых унаследовал от каждого из роди- 
телей по одной хроматиде, полученной той клеткой тетрады, от которой про- 
исходила гамета, давшая начало этому потомку. Поэтому давайте будем рас- 
сматривать вероятности событий, затрагивающих одну хроматиду. Обозначим 
среднее число кроссоверных событий на некотором участке хроматиды как х. 
Что будет, если мы выберем отрезок хроматиды, на котором в среднем проис- 
ходит одно кроссоверное событие, х = 1. Вероятность того, что не произойдет 
ни одного события, равна 1/е (-0,37); вероятность того, что произойдет одно 
событие, — также 1/е; вероятность двух событий — 1/2е (--0,19). На все осталь- 
ные возможности у нас остается суммарная вероятность всего лишь 0,07, и мы 
можем пренебречь ими. Ни одного и два кроссоверных события дают нам 
нерекомбинантные сочетания аллелей. Вероятность рекомбинантных соче- 
таний определяется вероятностью одного события, которая есть около 37 %. 
Таким образом, участок, где в среднем происходит одно кроссоверное событие 
на хроматиду, на самом деле дает нам менее 40 % гамет с рекомбинантным со- 
четанием аллелей. 

Возьмем отрезок, на котором х = 2, соответствующий приведенному ранее 
умозрительному примеру с тремя локусами, где вероятность кроссинговера 
между смежными локусами равна 1. Вероятность 0 событий будет 1/е? (--0,14), 
1 события и 2 событий — по 2/е? (-20,27), 3 событий — 4/3е? (--0,19), а на все 
остальное приходится вероятность -0,13. Кроссоверные гаметы дают 1 и 3 со- 
бытия, их суммарная вероятность составляет 0,46. Мы видим, что вероятность 
получения кроссоверных гамет меньше 0,5. Если мы увеличим х, то разница 
вероятностей между смежными значениями К еще более сглаживается, поэ- 
тому сумма вероятностей всех случаев нечетного количества событий крос- 
синговера, при которых получаются кроссоверные гаметы, будет все больше 
приближаться к 0,50. Таким образом, мы вряд ли получим рекомбинационные 
расстояния между локусами, превосходящие 50 %. 
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Этот результат можно вывести и формально. Кроссоверные гаметы дают 
все случаи нечетного количества кроссоверных событий на участке хромати- 
ды между двумя локусами, за которыми мы следим, а некроссоверные — все 
случаи четного количества, включая 0. Таким образом, матожиданием частоты 
рекомбинантных гамет т будет сумма вероятностей всех нечетных количеств 
кроссоверных событий. Хотя само это количество не ограничено сверху, т. е. 
бесконечно, данный ряд по определению сходится, поскольку сумма вероят- 
ностей всех возможных количеств кроссоверных событий, составляющих пол- 
ную группу событий, есть 1. Исходя из распределения Пуассона, 


г = хех + хзех/ 3! +х°е*х[5!.... = (х + х?/З! + 5/5! + ...) / е*= 1/2 (1-е®). 


Мы видим, что приведенная величина меньше 1/2 и приближается к это- 
му значению по мере возрастания х. 


13.5. Какие хроматиды участвуют в кроссинговере 


Уточним саму модель кроссинговера, которую многие генетики интерпре- 
тируют неверно. Один ученый даже как-то написал статью, в которой, исходя 
из неправильной модели, пришел к выводу, что некая общеизвестная процедура 
должна приводить к «бессмысленным, трудно интерпретируемым результатам». 

В предыдущем пункте мы рассматривали кроссинговер, отвлекаясь от того, 
чем гомологичные хромосомы представлены в профазе мейоза. А представлены 
они двумя сестринскими хроматидами. В каждом биваленте мы имеем не две 
нити двуцепочечной ДНК, принадлежащие гомологам, а четыре, так что каждый 
гомолог представлен парой нитей. В то же время в каждом акте кроссинговера 
участвуют только две нити ДНК. Это вызывает дополнительные вопросы: какие 
хроматиды участвуют в кроссинговере и оказывают ли хроматиды одного гомо- 
лога влияние друг на друга в отношении вероятности кроссинговера? 

Из курса цитологии известно, что к моменту кроссинговера каждый из го- 
мологов в биваленте представлен двумя сестринскими хроматидами. Между 
тем, как мы уже убедились на примере Менделя, генетика всегда на несколько 
шагов обгоняла цитологию. В результате количество хроматид в мейотических 
хромосомах было уже выявлено генетическими методами еще тогда, когда не 
было выявлено цитологическими методами. Генетические эксперименты прямо 
указывали на то, что кроссинговер происходит на стадии четырех хроматид. 

Генетическим доказательством этого может служить потомство самок дро- 
зофил со сцепленными Х-хромосомами, в одну из которых введена рецессивная 
мутация, а во втором присутствует аллель дикого типа. Такие самки гетерозигот- 
ны и имеют нормальный фенотип. Сцепленные Х-хромосомы представляют со- 
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бой одну изохромосому, у которой от центромеры, в норме расположенной на са- 
мом конце Х-хросомомы, отходят два гомологичных плеча. В профазе мейоза 
эти плечи образуют бивалент, т. е. такая хромосома конъюгирует сама с собой. 
Если бы кроссинговер происходил на стадии двух хроматид, то никакие крос- 
соверные события не влияли бы на состав аллелей в сцепленной Х-хромосоме. 
В частности, кроссинговер между центромерой и рассматриваемым локусом 
реципрокно менял бы один аллель на другой, но результат ничем не отличался 
бы от исходной хромосомы. Иное дело, если кроссинговер идет на стадии четы- 
рех хроматид. Тогда у него есть выбор: обменивать участки разных плеч у одной 
и той же хроматиды или у разных. В первом случае результат будет эквивалентен 
исходному, во втором мы получим хроматиду, у которой оба плеча несут нор- 
мальный аллель, и хроматиду, у которой оба плеча несут рецессивную мутацию. 
Потомство, получившее от матери хроматиду с рецессивными аллелями, будет 
иметь мутацию в гомозиготе и проявлять мутантный фенотин, который в слу- 
чае двух хроматид не мог бы возникнуть. 

Такой опыт провели в 1925 г. К. Бриджес и И. Андерсон. Как вы помни- 
те, самки дрозофилы, имеющие сцепленные Х-хромосомы и У-хромосому, при 
любом скрещивании порождают только самок, подобных себе, т. е. несущих 
точно такие же половые хромосомы. Фактически мы размножаем сцепленные 
Х-хромосомы в самках. Бриджес и Андерсон синтезировали три такие линии, 
у которых в одно плечо сдвоенной Х-хромосомы была введена одна из трех 
рецессивных мутаций — } (ю7Ке4, вильчатые щетинки), © (зайеп, ярко-крас- 
ные глаза) и у (уегийПоп, также яркие глаза). В потомстве таких линий с опре- 
деленной частотой появлялись соответствующие рецессивные фенотипы, что 
можно было объяснить кроссинговером между хроматидами сцепленных 
Х-хромосом. Этот кроссингорвер тем вероятнее, чем дальше от центромеры 
(расположенной на самом конце) находится исследуемый локус. Частоты, с ко- 
торыми выщеплялись рецессивные фенотипы, вполне согласовались с распо- 
ложением и рекомбинационными дистанциями между тремя исследуемыми 
локусами, исходя из рекомбинации на стадии четырех хроматид. 

Данный метод анализа получил название полутетрадного, поскольку 
каждая самка получала две хроматиды от одного бивалента (который, по сути, 
является одной хромосомой), т. е. от одной клетки диады. 

В конце концов, кроссинговер на стадии четырех хроматид становится 
очевидным, если мы вспомним, как выглядят созревающие аски нейроспо- 
ры после скрещивания нормального штамма со штаммом, несущим мутацию 
суз3 (рис. 13.5°). 

Если бы кроссинговер между локусом суз3 и центромерой происхо- 
дил на стадии двух хроматид, а каждая хроматида удваивалась бы позже, то 
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опять-таки кроссинговер не 
оказывал бы влияния на на- 
блюдаемый результат: одна 
из клеток диады получала бы 
гомолог с аллелем су53, а дру- 
гая — с аллелем су53+, и мы 
видели бы только четверки 
окрашенных и неокрашенных 
аскоспор. Но поскольку крос- 
синговер на самом деле про- 
исходит на стадии четырех 
хроматид, из которых только 


Рис. 13.5. Зрелый перитеций нейроспоры, две — по одной от каждого 
полученный от скрещивания штаммов, несущих гомолога — были вовлечены 
аллели 5К-2К и 5К-2°. Жизнеспособные аскоспоры в кроссоверный обмен, две 
крупные, зрелые окрашены хроматиды такого гомолога 


получают разные аллели. Эти 
хроматиды попадают в разные клетки тетрады — потомки одной клетки диа- 
ды. В результате мы можем видеть случаи, когда двойки окрашенных и неокра- 
шенных спор чередуются случайным образом. 

Как правило, пример с нейроспорой приводят в усложненном варианте, 
рассматривая одновременно два сцепленных маркера. Если бы кроссинго- 
вер между ними происходил на стадии двух хроматид, все аскоспоры в таком 
мейозе несли бы кроссоверные сочетания аллелей. Но поскольку он проходит 
на стадии четырех хроматид, только половина аскоспор несет кроссоверные 
сочетания аллелей, а половина — некроссоверные. Однако нейроспора дает 
нам куда более простой и наглядный пример с одним генетическим и одним 
цитологическим маркером — центромерой, который мы только что и рассмо- 
трели. 

Итак, кроссинговер происходит на стадии четырех хроматид. Какие же 
хроматиды вступают в кроссинговер? Для нас прежде всего важен кроссинго- 
вер между хроматидами разных гомологов — несестринскими хроматидами, 
поскольку он может приводить к рекомбинации аллелей сцепленных локусов. 
Сестринские хроматиды образуются путем репликации ДНК и должны быть 
идентичны, поэтому мы не можем увидеть результат одного кроссоверного со- 
бытия между ними в обычном генетическом эксперименте, даже если он и про- 
исходит. Однако если нас интересует результат нескольких событий кроссин- 
говера с точки зрения частоты кроссоверных гамет, то нам нужно бы учесть то 
обстоятельство, что кроссинговер между сестринскими хроматидами, если он 
происходит, мог бы «перекинуть» кроссоверное состояние с одной сестрин- 
ской хроматиды на другую, что увеличивает количество возможных вариантов 


13.5. Какие хроматиды участвуют в кроссинговере 345 


рекомбинантных хроматид. И нам, возможно, пришлось бы это учитывать при 
анализе множественного кроссинговера. 

Также немаловажен вопрос о том, влияет ли участие одной из хроматид 
в кроссинговере на возможность участия ее же или ее сестринской хроматиды 
в другом событии кроссинговера, т. е. вопрос о существовании хроматидной 
интерференции. Этот вопрос был разрешен С. Эмерсоном в 1963 г. посредством 
тетрадного анализа у дрожжей. Были получены данные о частотах разных ти- 
пов двойных кроссоверных событий: тех, в которые вовлечены две, три и четыре 
хроматиды. Оказалось, что их экспериментальные частоты хорошо соответству- 
ют соотношению 1:2: 1. Именно этого следовало ожидать исходя из модели, при 
которой два события кроссинговера независимы относительно выбора участву- 
ющих несестринских хроматид. Действительно, первое событие затрагивает две 
хроматиды. Второе также затрагивает две хроматиды, каждая из которых с ве- 
роятностью 1/2 участвовала либо не участвовала в первом. Вероятность того, 
что обе хроматиды не участвовали, равно как и вероятность того, что обе уча- 
ствовали, есть 1/2 х 1/2 = 1/4. Вероятность того, что первая участвовала, а вторая 
нет, равно как и того, что первая не участвовала, а вторая участвовала, — также 
1/2 х 1/2 = 1/4. Но два последних случая дают один и тот же результат, и их веро- 
ятности суммируются. Итак, участие хроматиды в одном событии кроссингове- 
ра никак не влияет на вероятность ее участия в другом событии, т. е. хроматид- 
ная интерференция отсутствует. 

Выяснить вопрос о возможности сестринского кроссинговера экспери- 
ментально довольно сложно, однако вскоре было проделано и это. Сестринские 
хроматиды идентичны в отношении своего генетического содержания, но их 
можно сделать неидентичными химически, если во время 5-фазы гаметоцитов 
обеспечить включение в ДНК радиоактивных нуклеотидов. В то же время крос- 
синговер между сестринскими хроматидами не должен приводить к образова- 
нию видимых хиазм, поскольку обмен происходит в пределах одного гомолога. 

В 1967 г. Дж. Тэйлор визуализовал кроссоверные события на цитологи- 
ческих препаратах. Нимфам кузнечика на протяжении предпоследнего мито- 
тического цикла перед мейозом вводили тимидин, меченный тритием, кото- 
рый в $-фазе включался только в одну вновь синтезируемую цепь ДНК. Затем 
происходил митоз. Последний цикл репликации ДНК проходил уже без при- 
сутствия меченого тимидина, при этом каждая хроматида наследовала одну 
из двух цепей ДНК, одна из которых оказывалась меченой, а другая нет. Таким 
образом, одна из сестринских хроматид каждой хромосомы была помечена 
радиоактивной меткой в составе одной из своих цепей ДНК". После мейоза 


`Проконтролировать успешность синхронизации введений меченого пиридина 
с делениями можно по доле меченых и немеченых хромосом, которая при такой про- 
цедуре должна быть равной. 
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были получены цитологичекие препараты, которые заливались радиочувстви- 
тельной фотоэмульсией, визуализовавшей метку. В частности, наблюдались 
обменные хроматиды, состоявшие из меченых и немеченых отрезков. Для ин- 
дивидуальных хроматид количество таких обменов хорошо соответствовало 
четверти среднего количества хиазм, наблюдаемых на конкретных хромосо- 
мах, в соответствии с ожиданиями для модели обмена на стадии четырех хро- 
матид, но только между несестринскими хроматидами, когда 

1) в каждую хиазму оказывается вовлечено по две из четырех хроматид 
каждого гомолога, так что частота рекомбинантных хроматид составляет по- 
ловину от частоты хиазм; 

2) участие в обмене каждой из хроматид каждого гомолога равноверо- 
ятно, поэтому только в половине случаев обмен будет затрагивать меченую 
и немеченую хроматиду, так что мы сможем зарегистрировать этот обмен 
цитологически; 

3) кроссинговер между сестринскими хроматидами отсутствует. 

Сестринский кроссинговер порождал бы обмены между мечеными и не- 
мечеными хроматидами, но не приводил бы к хиазмам, наблюдаемым между 
гомологами в биваленте цитологически. Если бы он имел место, обменов меж- 
ду меченой и немеченой хроматидами регистрировалось бы больше четверти 
числа хиазм. В действительности, их оказалось даже несколько меньше. На са- 
мую длинную хромосому кузнечика в среднем приходится 3,67 хиазм, в пере- 
счете на одну хроматиду имеем вдвое меньше, 1,88, несестринских обменов, 
из которых мы регистрируем с помощью радиоактивной метки только поло- 
вину. Значит, мы должны ожидать в среднем 0,94 обменов при отсутствии се- 
стринских обменов либо больше, если сестринский обмен имеет место. Тэйлор 
же экспериментально получил цифру даже несколько меньшую — 0,89. 

Дальнейшие работы в этом направлении показали, что сестринский крос- 
синговер в принципе возможен и иногда происходит, но весьма редок, так что 
им в наших моделях кроссоверной рекомбинации можно пренебречь. 

Хотя результаты, свидетельствующие об отсутствии сестринского крос- 
синговера и хроматидной интерференции, были получены в 1960-е гг., уже 
в 1919 г. великий британский генетик и эволюционист Джордж Холдейн рас- 
смотрел поразительно простые свойства модели кроссинговера, исходящие 
из этих нулевых гипотез, и предложил формулу для связи фактической ча- 
стоты кроссинговера х, которую можно установить цитологическим методом, 
и наблюдаемой частоты кроссоверной рекомбинации, о которой мы судим 
по частоте рекомбинантных гамет г. 

Давайте посмотрим, как сказывается разное число событий кроссинго- 
вера на доле рекомбинантных гамет исходя из того, что кроссинговер проис- 
ходит на стадии четырех хроматид. 
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13.6. Связь между частотой кроссинговера 
и рекомбинационными дистанциями исходя 
из кроссинговера на стадии четырех хроматид 


Одно событие кроссинговера затрагивает две хроматиды, а две остаются 
интактными. В результате получаем половину кроссоверных хроматид, а по- 
ловину — некроссоверных (рис. 13.6”, в иентре). Предполагается, что мы рас- 
сматриваем межлокусный промежуток, а по концам располагаются аллели двух 
локусов, за которыми мы следим, которые изначально одинаковы у сестринских 
хроматид (1 и2)и (Зи 4), но различны у разных гомологов. Добавим второе со- 
бытие кроссинговера. С равной вероятностью оно может пройти одним из че- 
тырех способов, показанных на рис. 13.6, справа, где второе кроссоверное собы- 


тие показано на рис. 13.6, слева. 
Обратим внимание, что в первом 
случае у нас все четыре хроматиды 
оказываются некроссоверными, по- 
скольку каждый отрезок оканчивает- 
ся так же, как если бы никакого крос- 
синговера не происходило. Во втором 
случае кроссоверными оказываются 
все четыре хроматиды. В третьем 
и четвертом случае мы имеем по две 
кроссоверные и две некроссоверные 
хроматиды. Если мы усредним резуль- 
таты большого количества мейозов 
и примем во внимание равновероят- 
ность всех четырех вариантов, то мы 
получим среди гамет половину крос- 
соверных и половину некроссовер- 
ных. Этот результат идентичен тому, 
что мы получили бы в случае одного 
кроссоверного события. Таким об- 
разом, второе кроссоверное событие 
в модели кроссинговера с участием 
четырех хроматид никак не влияет 


ром- 
о 
ром 


Рис. 13.6. Схема вариантов участия четырех 
хроматид бивалента (1, 2 — хроматиды 
одного гомолога; 3, 4 — хроматиды 

второго гомолога) в двух соседних актах 
кроссинговера (справа, в центре — 

одно событие кроссинговера; слева — 
кроссинговер отсутствует) 


на соотношение кроссоверных и некроссоверных гамет, т. е. на частоту кроссинго- 
вера, наблюдаемую в генетическом эксперименте. Легко убедиться, что точно так 
же не влияет и любое другое дополнительное количество кроссоверных событий. 


Захаров И. А. Генетические карты высших организмов. Л.: Наука, 1989. 156 с. 
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Получаем поразительный контринтуитивный результат: любое отличное 
от нуля количество кроссоверных событий на произвольном участке хромосо- 
мы в среднем дает половину кроссоверных и половину некроссоверных гамет, 
тогда как в отсутствие кроссинговера (0 событий, см. рис. 13.6, слева) все гаметы 
некроссоверные. Во-первых, отсюда следует, что теоретически ожидаемая ча- 
стота кроссинговера не может превысить 50 % кроссоверных гамет (в реально- 
сти мы можем получить частоту, несколько превосходящую 50 %, но это будет 
не более чем статистической флуктуацией). Во-вторых, решающим для ожидае- 
мой доли кроссоверных гамет оказывается единственный класс распределения 
Пуассона — нулевой, т. е. вероятность того, что на данном участке вообще не 
произойдет кроссоверных событий. 

Подставляя в формулу распределения Пуассона 


РЮ=же/ м 
значение К = 0, получим 


Р(0) =е =. 


Поскольку каждое ненулевое количество кроссоверных событий дает нам 
половину нерекомбинантных гамет, теоретически ожидаемая доля рекомби- 
нантных гамет может быть вычислена как 


г= 1/2 (1-е =). 


Это и будет формулой Холдейна для связи доли рекомбинантных гамет 
и частоты кроссоверных событий‘. 

Напомним, что здесь х есть среднее число кроссоверных событий на дан- 
ном участке бивалента, которые мы можем наблюдать и подсчитывать в виде 
хиазм. Но каждое из них затрагивает только одну хроматиду каждого гомоло- 
га, поэтому можно ввести также величину 4 = х/2 — среднее число кроссовер- 
ных событий на данном участке одной хроматиды. Получаем 


г= 1/2 (1-е 2). 


Заметим, что это в точности та же формула, которую мы получили выше, 
рассматривая события, касающиеся одной хроматды, с тем отличием, что том 
случае х = 4, так как мы с самого начала рассматривали события, касающиеся 
только одной хроматиды. 


`Существует несколько разных формул Холдейна! 
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А. Стёртевант получил первые генетические карты для довольно корот- 
кого участка хромосомы. А мы только что убедились, ЧТО СКОЛЬ бы ни велико 
было среднее количество ожидаемых кроссоверных обменов между локуса- 
ми, доля рекомбинантных гамет г никогда не превысит 50 %. Таким образом, 
эта доля непригодна для построения рекомбинационных генетических карт 
на далеких расстояниях. Вто же время, исходя из предположения, что среднее 
число кроссоверных обменов на участке хромосомы между локусами в пере- 
счете на одну хроматиду, а, как-то отражает физическую длину этого участка, 
генетические карты можно строить на основе последней величины 1. Однако 
именно она нам и неизвестна. Цитологически можно подсчитать среднее чис- 
ло хиазм на каком-то плече хромосомы или другой легко отличимой ее части, 
но невозможно подсчитать его между двумя локусами, которые под микро- 
скопом не детектируемы. Поэтому гораздо чаще приходится решать задачу, 
обратную той, что отражает полученная выше формула, а именно оценивать 
среднее количество кроссоверных обменов на участке между двумя локусами 
на основании наблюдаемой в скрещивании частоты рекомбинантных гамет г. 
Выразив 4 через х, можно получить в картирующую функцию Холдэйна: 


4=# М (1-2%. 
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На рис. 13.7 ` изображены три кривые зависимости г от х. Самая нижняя 
из них (3) есть зависимость, задаваемая формулой Холдэйна. Сама верхняя — 
диагональная прямая (1) — отражает гипотетическую ситуацию, когда г со- 
ставляет половину х. Такая ситуация наблюдалась бы на рекомбинационных 
расстояниях менее 50 %, если бы одно кроссоверное событие полностью ис- 
ключало бы любые последующие. Эту ситуацию можно было бы назвать «аб- 
солютная интерференция». Третья кривая (2) промежуточна между ними, но 
именно около от этой кривой мы видим точки, отображающие эксперимен- 
тальные данные. Так оно и есть: связь между частотой наблюдаемых хиазм 
и долей рекомбинантных гамет, полученная на самых разных организмах, уди- 
вительно хорошо ложится на некую кривую, которая не совпадает ни с одной 
из теоретически предсказанных, в частности с формулой Холдейна. 

Таким образом, простая модель, из которой исходил Холдэйн, неверна. Не- 
верна она не в том пункте, что любое ненулевое число кроссоверных событий 
на интервал дает половину кроссоверных гамет — это именно так и есть. Не- 
верна она в том пункте, что кроссоверные события образуют простой пуассо- 


° Захаров И. А. Генетические карты высших организмов. Л.: Наука, 1989. 156 с. 
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Рис. 13.7. Три варианта зависимости частоты 


а 


рекомбинантных гамет гГот среднего количества 


кроссоверных событий, 4 измеренного в долях 


от сотни (т. е. в сантиморганах, сМ): 1 — абсолютная 


интерференция (одно событие кроссинговера 


исключает другие); 2 — картирующая функция 


Косамби, близкая к экспериментальным точкам; 


3 — отсутствие интерференции (картирующая 


функция Холдэйна) 


новский процесс. Если это 
не так, то события кроссин- 
говера либо неравномерно 
распределены по хромо- 
соме, либо зависят друг 
от друга. О неравномер- 
ности мы будем говорить 
позднее, это феномен рас- 
пространенный, но он на- 
кладывается на механизм 
«по умолчанию», предпо- 
лагающей равномерность 
кроссинговера. А вот влия- 
ние кроссоверных событий 
друг на друга — феномен 
универсальный, и он на- 
зывается интерференцией. 
Интерференция была от- 
крыта в 1916 г. Г. Мёллером. 
Как следует из графика, 
на котором фактически на- 
блюдаемая кривая лежит 
между кривой, предполага- 
ющий независимость крос- 
соверных событий и пря- 
мой линией абсолютной 


интерференции. Вероятность кроссоверного события понижает вероятность 
того, что поблизости от него произойдет другое кроссоверное событие, но не 
исключает его вовсе, т. е. кроссоверные события как бы слегка отталкиваются 


друг от друга. 


Величину интерференции можно выразить с помощью так называемого 
коэффициента коинциденции С, который отражает отклонение наблюдаемой 
частоты двойных кроссоверов от ожидаемой в случае их независимости друг 
от друга. Коэффициент расчитывается на основании рекомбинации между 
тремя локусами, расположенными в порядке а - В - с следующим образом. 

Для одного тригибридного скрещивания: 


С 


= д. 


Для трех дигибридных скрещиваний: 


7" Тс. 
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С = и ы Те = в 2 7 Тс. 


Мы уже убедились, что рекомбинантное расстояние г, вычисляемое 
на основе доли рекомбинантных гамет в отношении локусов а и с, отличается 
от суммы расстояний г,, и г, на удвоенную долю двойных кроссоверных гамет 
Гаоные ТАК ЧТО Та ые = (7 + 7. — 7,.) / 2. 

Интерференция считается положительной, если коэффициент коинци- 
денции меньше единицы, т. е. кроссоверные события происходят реже, чем 
предполагает модель простого пуассоновского процесса, и отрицательной — 
если чаще. В реальности интерференция почти всегда положительна (неболь- 
шая отрицательная интерференция наблюдается в случае особого класса крос- 
соверных событий у дрожжей). 

Значение коэффициента коинциденции зависит от длины межгенных интер- 
валов, на основании которых он расчитывается. У дрозофилы на отрезках в пре- 
делах 10 % рекомбинации наблюдается полная интерференция, т. е. двойные обме- 
ны отсутствуют. Это дает возможность строить генетические карты, не прибегая 
к картирующим функциям, а непосредственно на основании частот рекомбина- 
ции между локусами, если они не превышают 10 %. Именно так была построена 
первая карта Стёртеванта, где расстояние между локусами у и Ы! оказалось равным 
сумме от обоих до локуса м. При частотах 35-40 % коэффициент коинциденции 
приближается к единице, иначе говоря, интерференция становится незаметной. 

Наличие интерференции делает непригодной к практическому примене- 
нию картирующую функцию Холдэйна и ставит вопрос о более адекватных 
картирующих функциях. Такие функции были предложены, но не из какой- 
то математической модели, а чисто эмпирически. Кривая на нашем графике, 
которая хорошо соответствовала эмпирическим точкам, получена на основе 
картирующей функции Косамби: 


4= и Ш ((1+29 / (1- 27)). 
А вот картирующая функция Людвига: 
Я = № атсят(2т). 


Эти чисто эмпирические функции неплохо соответствуют действительно- 
сти, но их применимость до определенной степени зависит от объекта и вообще 
от конкретного случая. Их следует применять, когда мы намерены строить ре- 
комбинационные генетические карты на основе величины 4, расчитанной из на- 
блюдаемой в опытах по скрещиванию величины 7. Но если мы работаем на ма- 
лых дистанциях, при значениях г в пределах нескольких процентов, на которые 
существенное влияние оказывают интерференции, т. е. двойных кроссоверов 
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почти нет и величина г ведет себя аддитивно, мы можем принять 4 = г. Таким об- 
разом, если гены поставлены на карту густо, то необходимость в картирующих 
функциях отпадает. Заметим, что при больших значениях 4 мы вообще не мо- 
жем определить их при помощи 7, так как г при этом всегда очень близка к 50 %. 
Как мы уже сказали, на больших расстояниях интерференция почти не сказыва- 
ется, поэтому для иллюстрации этого факта можно воспользоваться формулой 
Холдэйна. Для значения 1 = 1 имеем ! = 0,43, что уже близко к 0,5, для 4 =2 имеем 
т = 0,49, т. е. при двукратной разнице в значении первого параметра, разница 
в значении второго параметра получается всего около 12 %. 


13.8. Рекомбинационные генетические карты 


Итак, пусть каким-либо образом мы получили достаточно надежные зна- 
чения 4. Критерием надежности может служить аддитивность значений 4 для 
разных пар локусов, поскольку этот параметр подсчитывает события кроссин- 
говера на смежных участках, а их число аддитивно по своей сути. Иначе говоря, 
для наших любимых условных локусов а - В - с должно выполняться равенство 


С таким материалом уже можно строить рекомбинационные карты. 
Осталось ввести единицу измерения для вычисленных значений 4. Значение 
Я= 1 Холдэйн в 1919 г. предложил назвать Морган. Если между двумя локусами 
в среднем происходит один кроссинговер в пересчете на хроматиду, то говорят, 
что локусы находятся на расстоянии 1 Морган (1 М). Нетрудно понять, что это 
очень неудобная единица, поскольку соответствует очень большому расстоя- 
нию, находящемуся за пределами разрешающей способности нашего метода 
вычислять значения 4 на основании значений г. Практика показывает, что ра- 
ботать со значениями ! > 0,3 не имеет смысла, поскольку случайные флуктуации 
настолько перекрывают ничтожную разницу между значениями г, соответству- 
ющими заметно различающимся значениям 4, что вычисленные значения 1 те- 
ряют всякую аддитивность и адекватность, а порядок генов на их основе стано- 
вится невозможно определить. Поэтому чаще в качестве единицы пользуются 
сотой долей Моргана, которая назывется сантиморганом (сМ). Эта же единица 
называется морганидой. Сантиморганы удобны и тем, что на расстояниях в не- 
сколько сМ они (вследствие интерференции, т. е. отсутствия двойных кроссо- 
веров) практически равны наблюдаемому в опыте по скрещиванию проценту 
рекомбинации. 

Генетические карты представляют собой отрезки, число которых равно чис- 
лу гаплоидных хромосом, на которых указаны позиции локусов и расстояния 
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между ними в сантиморганах. Каждый отрезок соответствует одной хромосоме 
гаплоидного набора. Однако в начале генетических исследований количество 
поставленных на карту локусов бывает недостаточно, чтобы покрыть все хро- 
мосомы надежной картой. Общая карта бывает представлена островками на- 
дежных карт, на которых стоят близко сцепленные локусы, причем число таких 
островков превышает гаплоидное число хромосом. Подобные островки назы- 
вают группами сиеиления. Со временем отдельные группы сцепления сливаются 
друг с другом, пока их число не сравняется с гаплоидным числом хромосом. 

На рис. 13.8” изображена обложка журнала «Р1зат СепеНс$» («Генетика 
гороха») за 1993 г., на которой приведена рекомбинационная генетическая 
карта гороха на тот момент (слева — шкала в СМ). 
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Рис. 13.8. Обложка журнала «Р1зит СепеНсз» («Генетика гороха») за 1993 т. 


` Р15ит Сепенсе. 1993. У]. 25. 
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Старейший генетический объект в гаплоидном наборе имеет семь хро- 
мосом, но карта представлена десятью надежными группами сцепления, ко- 
торые объединены предположительно в семь. В настоящее время карта гороха 
сплошная, причем она стала такой не за счет традиционных (видимых и даже 
биохимических) маркеров, а за счет маркеров, основанных на первичной 
структуре ДНК, в том числе и таких ее участков, которые не несут осмыслен- 
ной генетической информации. Но до сих пор у гороха сохраняется нелепая 
ситуация, при которой номера групп сцепления и хромосом не совпадают. 

Нетрудно понять, что суммарная длина генетической карты, выраженная 
в Морганах, есть половина среднего числа хиазм на одно ядро, наблюдаемое 
цитологически”. Это обстоятельство в начале 30-х гг. ХХ в. (опубликовано 
в 1932 г.) проверил Сирил Дарлингтон, подсчитав среднее число хиазм на хро- 
мосомах и обнаружив хорошее соответствие с удвоенной длиной групп сце- 
пления, измеренной в Морганах, что и послужило в дальнейшем дополнитель- 
ным подтверждением хромосомной теории наследственности. 


“Мы строим карту на основании величины 4, которая есть среднее число крос- 
соверных событий на нашем отрезке хромосомы в пересчете на одну хроматиду, тогда 
как хроматид у каждого гомолога две, и каждая из них может быть вовлечена в хиазму, 
регистрируемую цитологически. 
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ГААВА 14 


ИНТЕНСИВНОСТЬ КРОССИНГОВЕРА 


14.1. Вводные замечания 


Рекомбинационные генетические карты основаны на одном-единственном 
явлении — кроссинговере в профазе мейоза. Их популярность в течение поч- 
ти сотни лет основана на том, что кроссинговер «по умолчанию» более или 
менее равномерно распределен по физической длине хромосомы, в результате 
рекомбинационные расстояния более или менее отражают расстояния физи- 
ческие. Выясним, в какой именно мере какие именно физические расстояния 
они отражают, а также рассмотрим вопрос шире — какими факторами опреде- 
ляется частота кроссинговера. Последний вопрос распадается на два — от чего 
зависит интенсивность кроссинговера в целом и от чего и каким образом за- 
висит его интенсивность на том или ином участке хромосомы. 


14.2. Факторы, влияющие на интенсивность 
кроссинговера в целом 


Существует много факторов, влияющих на интенсивность кроссинговера 
в целом. Многие из этих факторов, во-первых, повышают интенсивность крос- 
синговера, а во-вторых, одновременно повышают и вероятность разрывов 
ДНК. Это заставляет нас предположить, что механизмы кроссинговера имеют 
нечто общее с механизмами репарации ДНК. Как мы увидим в дальнейшем, 
это предположение справедливо. 

Так, интенсивность рекомбинации повышается при увеличении концен- 
трации кальция и при облучении рентгеновским излучением. У дрозофилы 
рентгеновское излучение не только увеличивает интенсивность кроссоверной 
рекомбинации у самок, но и вызывает появление ее у самцов, у которых в нор- 
ме кроссинговер отсутствует. 

Как и следует ожидать, интенсивность кроссинговера зависит от такого 
универсального фактора, который ускоряет любые процессы, как температура. 
Нагревание куколок дрозофилы в возрасте около 12 ч способно увеличить ин- 
тенсивность кроссоверной рекомбинации на некоторых участках карты почти 
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В 30 раз. Однако влияние температуры на кроссинговер далеко не однозначно, 
поскольку оказалось, что так же увеличивает интенсивность кроссинговера 
и пониженная температура. У дрозофилы есть сцепленные локусы В и ри, ча- 
стота рекомбинации между которыми составляет при 13 °С 13,5 %, при 22 °С 
6,4 % и при 32 °С 15,8 %. 

Получается, что интенсивность кроссинговера имеет минимум при оп- 
тимальных температурах. Это дает основание для предположений как о меха- 
низме, так и о смысле такого эффекта. Механизм мог бы быть связан с каким- 
то белком, условно называемым «антирекомбиназой», который связывается 
с ДНК или белками хроматина профазных хромосом и препятствует крос- 
синговеру. Функция такого белка могла бы иметь температурный оптимум, 
связанный с достижением его рабочей конформации, аналогично тому, как 
подобный оптимум существует для функции любого фермента. Такой белок, 
$852, был действительно открыт у дрожжей. Как мы увидим далее, существу- 
ют механизмы, обеспечивающие дифференциацию интенсивности кроссинго- 
вера по длине хромосомы, причем обеспечивают они это за счет ее избира- 
тельного подавления по сравнению с некой интенсивностью «по умолчанию». 
Поэтому какая-то «антирекомбиназа», судя по всему, существует у всех эука- 
риот, являясь мишенью факторов, влияющих на рекомбинацию. 

Биологический смысл же эффекта может быть усмотрен в том, что в ус- 
ловиях, далеких от оптимальных, повышенная кроссоверная рекомбинация 
может быть эволюционно выгодна, поскольку повышает вероятность возник- 
новения новых сочетаний аллелей сцепленных локусов, среди которых могут 
оказаться и благоприятные в новых условиях. В связи с этим довольно давно 
дискутируется вопрос о том, не повышает ли интенсивность рекомбинации 
вообще любое стрессирующее воздействие, вплоть до стресса на уровне нерв- 
ной системы. Однако даже известный ученый из Института цитологии и гене- 
тики СО РАН Павел Михайлович Бородин, некогда бывший большим сторон- 
ником этой идеи, в настоящее время относится к ней довольно скептически. 

В условиях движущего отбора интенсивность рекомбинации действи- 
тельно может лимитировать скорость адаптации за счет появления удачных 
сочетаний аллелей разных локусов. Как известно, при доместикации растения 
и животные подвергались достаточно интенсивному отбору (преимуществен- 
но бессознательному) на нужные человеку признаки, и мы можем ожидать, что 
у культурных растений и домашних животных интенсивность кроссинговера 
окажется выше, чем у их диких сородичей, так как она «разогнана» интенсив- 
ным движущим отбором. Эти данные действительно имеются для домашних 
животных. Автору же довелось скрещивать диких и культурных предста- 
вителей посевного гороха со стандартной тестерной линией, гомозиготной 
по цепочке сцепленных рецессивных маркеров группы сцепления У. При этом 
получались гибриды Е, у которых только один гаплоидный набор хромосом 
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происходил от диких либо культурных форм, а другой был «стандартным». 
Тем не менее, у гибридов первого типа рекомбинация между маркерными ло- 
кусами была существенно ниже, чем у гибридов второго типа. 

Зафиксирована также положительная, хотя и не очень сильная, зависи- 
мость между интенсивностью кроссинговера и продолжительностью генера- 
ции у разных организмов (рис. 14.1 `). Ее смысл находится в том же русле: чем 
длиннее генерация, тем реже клетки зародышевого пути проходят через мей- 
оз, в котором возможна рекомбинация между аллелями сцепленных локусов, 
стало быть, тем интенсивнее эта рекомбинация должна быть, чтобы обеспе- 
чить примерно ту же скорость рекомбинации во времени, приемлемую с точки 
зрения скорости адаптивных эволюционных процессов. 

В то же время еще одно априорное ожидание, что частота рекомбинации 
будет положительно коррелировать с плодовитостью, чтобы минимизировать 
конкуренцию между потомками, не подтвердилось. Возможно, такой эффект 
был скомпенсирован эффектом противоположной направленности — при 
большой плодовитости та же вероятность появления успешных рекомбинан- 
тов достигается при меньшей интенсивности кроссинговера. 

Неожиданные данные были полученны в 1980-х гг. в группе Ашбёрнера, 
о влиянии на интенсив 
ность кроссинговера воз- у= 4,7418х + 1073,2 
раста самки дрозофилы 3500 В2 = 0,5583 [] 

(рис. 14.2”). Оказалось, 
что она зависит даже не 3000 
от возраста как таково- 
го, а от «длительности 
половой жизни»: через — 2000 
2-4 дня после ее нача- 
ла интенсивность крос- 1500 
синговера падала, а по- 
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синговер вообще 
отсутствует как яв- 
18 ление. Возможно, 
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Рис. 14.2. Влияние времени, прошедшего от начала половой когда обе хромосо- 
жизни, у самок дрозофилы. По горизонтальной оси отложен мы еще сохраняли 
возраст самок в днях, каждая кривая начинается с момента значительную  го- 
начала участия самки в скрещиваниях мологию. У гетеро- 


гаметного мужско- 
го пола человека кроссинговер не исключен, но его интенсивность по всему 
геному снижена примерно вдвое по сравнению с женским полом. Из этого, 
в частности, следует, что общая длина рекомбинационной генетической кар- 
ты у мужчин (2809 сМ — в среднем 56 хиазм) оказывается вдвое меньше, чем 
у женщин (4782 сМ — в среднем 96 хиазм). 

Эти факты отражают так называемое правило Холдэйна, которое гласит: 
если у одного из полов рекомбинация подавлена, то это всегда гетерогаметный 
пол. Скорее всего, и это есть «мера», направленная на понижение вероятности 
кроссинговера между разными половыми хромосомами. 

Обратим внимание на то, что количество хиазм у мужчин близко к ко- 
личеству хромосомных плеч в гаплоидном наборе. Одна хиазма на плечо — 
это необходимый минимум для нормального протекания метафазы и анафа- 
зы Г деления мейоза. Получается, что у мужчин кроссинговер подавлен почти 
до технически минимально возможной его интенсивности. 

Любопытный эффект оказывает добавление в кариотип самки дрозофи- 
лы У-хромосом. Каждая добавленная У-хромосома увеличивает общую интен- 
сивность кросинговера по геному на 2-3 %. Напомним, что из полезного гене- 
тического содержания У-хромосома дрозофилы несет лишь некоторые гены 
самцовой фертильности. Такой же эффект оказывает и добавление в карио- 
тип В-хромосом, которые вообще не имеют осмысленного генетического со- 
держимого, причем этот эффект исчезает при добавлении четного количества 
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В-хромосом и появляется при добавлении нечетного. Можно предположить, 
что лишние хромосомы, состоящие, заметим, почти из одного лишь гетерох- 
роматина, оттягивают на себя определенное количество некоего химическо- 
го, скорее всего, белкового фактора, присутствующего в ядре в ограниченном 
количестве и подавляющего интенсивность рекомбинации — все той же ги- 
потетической антирекомбиназы. Объяснение эффекта четности В-хромосом 
следует искать в том, что в профазе мейоза спаренные хромосомы оттягивают 
меньше гипотетического фактора, чем неспаренные. 


14.3. Митотический кроссинговер 
и сестринский хроматидный обмен 


Чтобы рассмотреть рекомбинационную дифференциацию хромосом, 
т. е. распределение интенсивности мейотического кроссинговера вдоль хро- 
мосомы, нам следует сопоставить между собой разные типы генетических 
карт. Но для этого сначала ознакомимся с таким явлением, как митотиче- 
ский кроссинговер. 

Это явление состоит в том, что обмен гомологичными участками гомоло- 
гичных хромосом может происходить не только в профазе мейоза, но и в ходе 
обычного митотического клеточного цикла в соматических клетках. Возмож- 
но, его следовало бы назвать не митотическим, а «соматическим кроссингове- 
ром». Митотический кроссинговер является редким явлением, он происходит 
на 2-3 порядка реже, чем мейотический, и, в отличие от него, является скорее 
аномалией, чем процессом, специально возникшим в эволюции. 

Впервые с митотическим кроссинговером столкнулся К. Бриджес в 1925 г. 
Он работал с самками дрозофилы, гетерозиготными одновременно по доми- 
нантной мутации МмиЕ-п (Ми), находившейся в одном гомологе Х-хромосомы, 
и по нескольким рецессивным мутациям, находившимся в другом ее гомологе. 
Такие мухи, естественно, имели фенотип Мп, заключающийся в уменьшенных 
щетинках". Однако Бриджес обнаружил на теле мух пятна, на которых исче- 
зал фенотип Ма и одновременно проявлялся фенотип рецессивных мутаций. 
Он решил, что в каких-то клетках организма хромосома, несущая доминантную 
мутацию, по какой-то причине элиминируется, поэтому рецессивные мутации 
оказываются в гемизиготе. Суть же явления выяснил в 1936 г. К. Штерн, изу- 
чая самок дрозофил, гетерозиготных по рецессивным мутациям двух локусов 


`Подобный эффект дают многие мутации, тогда как генетический символ МтиЕ-п 
в настоящее время не используется. Он отсутствует в базе НуБазе.оге; по-видимому, 
была доказана аллельность той мутации некоему локусу, получившему свое название 
ранее, которое и употребляется согласно принципу приоритета. 
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Х-хромосомы, с которыми мы уже встречались: уеЙот» (у) и змеей (5п). Это оказа- 
лось возможным потому, что, в отличие от предыдущего случая, в опыте Штерна 
мутации у дигетерозиготных самок находились в фазе отталкивания, т. е. одна 
Х-хромосома несла аллель у*, а другая 5и*. Такие мухи имеют генотип у* у 5и* 
и нормальный фенотип. В своем опыте Штерн наблюдал на теле мух одновре- 
менно по два близко расположенных участка, один из которых имел фенотип 
у (желтая окраска), а другой — фенотип зп (опаленные щетинки). Эти пятна 
имели такие фенотипы, как если бы составляющие их клетки оказались гомо- 
зиготными в отношении одного из двух вариантов Х-хромосомы, имевшихся у 
этих мух в гетерозиготе. Такие участки появлялись всегда по два и были назва- 
ны близнеиовыми пятнами. Тот факт, что в этом случае образовывалось сразу 
два пятна с разными признаками, подтолкнул Штерна к следующему выводу: 
близнецовые пятна возникают, если в процессе размножения соматических кле- 
ток в двух гомологичных Х-хромосомах, каждая из которых представлена дву- 
мя хроматидами, произошли разрыв между центромерой с одной стороны и их 
локусами у и 5п с другой стороны и воссоединение крест-накрест, как это имеет 
место при мейотическом кроссинговере. Только в этом случае гетерозиготная 
соматическая клетка может дать гомозиготных клеток-потомков. 

Клеточный цикл включает фазы, в которых каждая хромосома представле- 
на либо одной хроматидой (фаза С1), либо двумя хроматидами (фаза С2), либо 
в процессе репликации частично одной, а ча- 
стично двумя (5-фаза). Феномен близнецовых 
пятен говорит нам о том, что, подобно мейотиче- 
скому кроссинговеру, митотический кроссинго- 
вер происходит на стадии четырех хроматид, так 
как предполагает, что в одну клетку может по- 
пасть и кроссоверная и некроссоверная хрома- 
тида. На стадии двух хроматид гетерозиготный 
генотип клетки никак бы не поменялся и был бы 
просто воспроизведен в 5-фазе. 

Заметим, что у двукрылых митотический 
кроссинговер облегчается тем, что их гомологи 
находятся рядом и пребывают в гомологично 
выровненном состоянии, в том числе и в интер- 
фазном ядре. Но митотический кроссинговер 


Рис. 14.3. Близнецовые пятна и близнецовые пятна встречаются и у других 
на поверхности алейрона организмов. На рис. 14.3" показаны близнецо- 
семени кукурузы вые пятна на поверхности семени кукукрузы. 


`Гершензон С. М. Основы современной генетики. Киев: Наукова думка, 1979. 
508 с. 
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Митотический кроссинговер имеет такую же И-образную зависимость 
от температуры, как и мейотический кроссинговер, и частота его также воз- 
растает под воздействием факторов, провоцирующих разрывы ДНК. Со всей 
очевидностью соматический кроссинговер является всего лишь побочным 
продуктом механизма репарации двунитевых разрывов по матрице неразо- 
рванной ДНК. Такие разрывы, не имея нужной матрицы в самой разорван- 
ной молекуле ДНК, могут репарироваться только по матрице гомологичной ей 
ДНК, т. е. ДНК гомологичной хромосомы или сестринской хроматиды. Этот 
процесс включает расплетание двух цепочек гомологичной молекулы ДНК 
и гибридизацию одной из них с одной из цепочек разорванной молекулы, с по- 
следующим воссоединением последней. В тех случаях, когда разрывы залечи- 
ваются «неправильно», мы и имеем митотический кроссинговер. 

Справедливость этих утверждений подтверждается явлением сестринского 
хроматидного обмена, аналогичного митотическому кроссинговеру, но заключа- 
ющегося в том, что гомологичными участками обмениваются сестринские хрома- 
тиды. Поскольку они генетически идентичны, сестринский хроматидный обмен 
не имеет фенотипического проявления, однако его можно констатировать напря- 
мую на цитологическом уровне, если каким-то образом пометить сами хромосо- 
мы. Как мы помним, это можно сделать при помощи радиоактивного мечения 
нуклеотидов, например, если инкубировать клетки с тимидином, содержащим 
тритий. Если длительность инкубации подобрана таким образом, что за это время 
успевает произойти только один клеточный цикл, меченый нуклеотид встраива- 
ется во вновь синтезируемую цепь ДНК каждой хромосомы в одной 5-фазе. В силу 
полуконсервативного характера синтеза ДНК, вторая цепь остается немеченой, но 
за счет одной цепи метятся все хромосомы и хроматиды. После прекращения ин- 
кубации следует подождать, пока пройдет еще один клеточный цикл и ДНК вновь 
удвоится. При этом вновь синтезируемая цепь ДНК будет немеченой, и в каждой 
хромосоме она будет достроена по меченой цепи ДНК в одной хроматиде и по не- 
меченой — в другой. Таким образом, одна из хроматид окажется меченой, а другая 
нет, и это можно визуализовать, залив препарат хромосом фоточувствительной 
эмульсией. Можно увидеть, что некоторые хроматиды обменялись участками. 
Описанный метод проиллюстрирован на рис. 14.4", а, где $ обозначает $-фазу 
клеточного цикла, М — митоз. Цепи ДНК, включившие меченные тритием нукле- 
отиды, показаны более светлыми; справа внизу схематически представлена ви- 
зуализация, где зерна серебра, проявленные из засвеченных кристаллов его бро- 
мида, схематически показаны черными куржками. Впервые такой опыт проделал 
в 1956 г. уже известный нам Дж. Тейлор. Мы уже рассматривали опыт, в котором 
он изучал обмен хромосом в мейозе и пришел к выводу, что в мейозе обмен между 
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сестринскими хроматидами отсут- 

| ствует. В данном случае Тейлор при- 
м менил тот же метод к митозу, в ме- 
тафазе которого он выявил обмен 


между сестринскими хроматидами 


\ 

| | одной хромосомы. 
Визуализация — сестринского 
| | хроматидного обмена возможна 
у х -/ \» т и другим, химическим, путем. Из- 
ь вестно, что нуклеотид бромдезок- 
ВЕ У Н сиуридин, не образующийся в ор- 
. ганизме в норме, будучи добавлен 
КЕ } В нами в пищу, скажем, дрозофилы, 
| усваивается ею и способен заме- 
щать тимидин в молекуле ДНК без 
| | каких-либо особых последствий, 
В || в том числе и для гомологичного 


й спаривания с аденином. Поэтому 

б если дрозофилу поместить на корм 

й свысоким содержанием бромдезок- 
Рис. 14.4. Схемы методов цитологической сиуридина в течение двух клеточ- 
визуализации сестринского хроматидного ных циклов, или то же самое проде- 
обмена (СХО): а — мечение радиоактивным  ЛаАть с культурой клеток, то к концу 
тритием; 6 — фотообесцвечивание. этого периода каждая цепочка ДНК 
Объяснения см. в тексте, +ВгАЧ — учетверится, и в силу полуконсерва- 
добавление бромдезоксиуридина тивного ее синтеза одна из каждых 


четырех идентичных цепочек будет 
старой и не будет содержать бромдезоксиуридина, в отличие от трех остальных, 
которые будут вновь синтезированными и содержать бромдезоксиуридин. У ме- 
ченной бромдезоксиуридином ДНК есть свойство разрушаться под действием 
ультрафиолетового излучения. Поэтому если цитологический препарат хромо- 
сом клеток в конце опыта облучить таким излучением, то сохранится только 
одна, изначальная, цепочка ДНК, и ее будет видно после окраски на ДНК, а три 
вновь синтезированные будут разрушены и не визуализуются (это явление на- 
звано фотообесцвечиванием) (рис. 14.4, 6). В случае сестринского хроматидно- 
го обмена цепочка ДНК, не содержащая бромдезоксиуридина, окажется разо- 
рванной и будет разнесена в разные хроматиды одной хромосомы, что можно 
увидеть на препарате (рис. 14.5°). За счет сходства с костюмом известного коме- 
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дийного персонажа такие хромосомы 
были метафорически названы «хромо- 
сомами-арлекинами». 

Сестринский обмен в сомати- 
ческих клетках — явление не такое 
уж и редкое. У человека за один ми- 
тоз происходит 4-5 таких обменов 
на клетку. У человека в мейозе про- 
исходит 50-90 обычных (несестрин- 
ских) кроссоверных обменов, поэтому 
интенсивность сестринского обмена 
всего в 10-20 раз меньше (при этом 
учтите, что мейоз в жизненном цикле Рис. 14.5. «Хромосомы-арлекины», 


происходит один раз, а митозов — полученные методом 
от десятков до сотен больше). А вот фотообесцвечивания согласно схеме 
митотический кроссинговер происхо- нарис. 14.4, 6. Стрелками показаны 

дит на 2-3 порядка реже мейотическо- точки сестринского хроматидного 

го, т. е. на 1-2 порядка реже сестрин- обмена 

ского хроматидного обмена. Таким 

образом, в мейотическом и митотическом процессах наблюдается обратное 
соотношение предпочтительности сестринских и несестринских хроматид 
в качестве партнеров для обмена. Случай митотического кроссинговера, ког- 
да сестринская хроматида оказывается более предпочтительным партнером 
обмена, чем хроматида гомолога, представляется легко объяснимым тем, 
что сестринская хроматида заведомо находится ближе к любой вступающей 
в обмен хроматиде, а несестринская может быть достаточно далеко. Это со- 
ображение должно оставаться справедливым и для профазы мейоза. Однако 
меньшая доступность сестринской хроматиды для мейотического кроссин- 
говера связана с тем, что такому обмену препятствует осевой элемент (не пу- 
тать с центральным элементом, который формируется много позже) синап- 
тонемного комплекса (см. гл. 15). 

Мы видим, что митотический кроссинговер и сестринский обмен являют- 
ся двумя сторонами одного и того же явления. Можно было бы предположить, 
что это явление происходит в 5-фазе сразу после репликации, когда ДНК еще не 
упакована гистонами и прочими белками хроматина и разрывы наиболее веро- 
ятны. В частности, это предположение следует считать наиболее вероятным для 
случая, когда мы индуцируем сестринский обмен/митотический кроссинговер 
облучением или другими факторами, вызывающими двунитевые разрывы ДНК. 
Однако в норме, скорее всего, к этим разрывам причастны механизмы, действу- 
ющие в прометафазе и ответственные за корректное разделение хроматид по- 
сле того, как будут раскрыты когезиновые кольца. Многоуровневая упаковка 


364 Глава 14. Интенсивность кроссинговера 


хромосом может приводить к тому, что после $-фазы сестринские хроматиды 
окажутся перепутанными и их разделение может происходить по методу Алек- 
сандра Македонского, решавшего задачу Гордиевого узла, — путем разрезания 
и разрешения узлов с последующим залечиванием разрывов. Именно в этом 
случае могли бы регулярно возникать двунитевые разрывы, которые иногда за- 
лечивались бы крест-накрест с участием сестринской хроматиды или гомолога. 

Появление кроссинговера в мейозе самцов дрозофилы при облучении 
рентгеновским излучением также, судя по всему, идет по механизму соматиче- 
ского кроссинговера. 

Поскольку митотический кроссинговер интенсифицируется факторами, 
вносящими разрывы в ДНК, мы можем найти ему два применения. Первое 
связано с оценкой интенсивности действия этого самого фактора. На этом 
основании разработаны специальные тест-системы. Некоторые из них свя- 
заны с использованием сестринского хроматидного обмена в культурах кле- 
ток. Весьма наглядна шест-система соматических мозаиков, реализованная 
на дрозофиле (рис. 14.6’). Здесь оценка мутагенности воздействия произво- 
дится посредством учета секторов в отношении фенотипов, влияющих на ще- 
тинки поверхности крыла, обширность и однородность которой предоставля- 
ет хороший полигон для наблюдений. 

В данной системе в гетерозиготе в фазе отталкивания находятся две ре- 
цессивные мутации по сцепленным локусам хромосомы 3 — шиШр илив пай 
(тий) и Даге-3. Первая из них приводит к тому, что щетинки, вместо того что- 
бы расти по одной, растут по нескольку штук (поверхность крыла напоминает 
шкурку на свином сале); вторая приводит к тому, что щетинки становятся гру- 
быми и короткими. В случае митотического кроссинговера между одним из ло- 
кусов и центромерой на крыле появляются пятна с рецессивными фенотипами. 
На рис. 14.6, б показано нормальное крыло, на рис. 14.6, в митотический крос- 
синговер произошел между центромерой и локусом #3, что привело к форми- 
рованию двух близнецовых пятен с фенотипами #13 и пзмЪ. На рис. 14.6, г ми- 
тотический кроссинговер произошел между локусами ти и Д/З, так что только 
аллели первого из них «обменялись центромерами», в результате чего возник 
лишь сектор, гомозиготный по тиий с соответствующим фенотипом. 

Второе применение митотического кроссинговера состоит в построении 
на его основе генетических карт. Поскольку митотический кроссинговер мож- 
но интенсифицировать облучением, мы можем получить достаточно большой 
массив данных по его частоте на разных участках хромосом. На этом основа- 
нии можно строить генетические карты, аналогичные картам, построенным 
на основании частоты мейотического кроссинговера. Такие карты строят, ис- 
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Рис. 14.6. Тест-система соматических мозаиков на дрозофиле для оценки 
влияния мутагенных факторов: а — схема митотического кроссинговера, 
приводящего к мозаицизму; 6 — участок нормального крыла; в — близнецовые 
пятна с фенотипами пм и Йг вследствие митотического кроссинговера между 
центромерой и обоими локусами; г — сектор с фенотипом пмЪ, возникший 
вследствие митотического кроссинговера между локусами Йг и ш\/В 


пользуя в качестве расстояний между локусами частоты появления секторов 
на теле гетерозиготы, в которых тот или иной локус оказывается в гомозиготе. 
Эта частота служит расстоянием от центромеры до маркера. 

Немаловажно, что спонтанный митотический кроссинговер, будучи 
очень редким событием с ничтожной вероятностью двух событий в одном 
и том же районе, интерференции не проявляет. Однако в особых ситуациях 
бывает и по-другому: в опытах по облучению гиперплоидных (с дополни- 
тельной хромосомой) сперматозоидов дрозофилы, проведенных в лаборато- 
рии Л.В. Омельянчука в ИЦиГ СО РАН было показано, что индуцированный 
радиацией митотический кроссинговер проявляет высокую отрицательную 
интерференцию, т. е. выход двойных кроссоверов выше, чем если исходить 
из случайной модели, — митотические кроссинговеры как бы притягивают 


друг друга. 
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На генетических картах, полученных с помощью митотического кроссинго- 
вера, в отличие от обычных рекомбинационных карт, появляется такой важный 
маркер, как центромера. Близнецовые пятна (или одиночные сектора, в зави- 
симости от фазы, притяжения либо отталкивания, в которой аллели находятся 
в гетерозиготе, и от точки кроссинговера) представляют собой позиционную ин- 
формацию о том, что две рекомбинантные хромосомы были разнесены при кле- 
точном делении в две дочерние клетки, ставшие основателями клеточных клонов, 
видимых как близнецовые пятна. При этом разносятся именно центромеры, а все 
остальные части хромосомы следуют за ними постольку, поскольку они связаны 
с центромерами единой молекулой ДНК. Эта позиционная информация позволя- 
ет нам визуализовать центромеру в качестве генетического маркера. Точно так же, 
за счет наличия позиционной информации, центромера является генетическим 
маркером в любом тетрадном анализе, например, у нейроспоры. При построе- 
нии же мейотических рекомбинационных генетических карт мы пользуемся по- 
томством скрещиваний, в котором нельзя отследить продукты одного и того же 
мейоза, поэтому позиционная информация о центромере отсутствует. В итоге мы 
не можем поставить ее на рекомбинационную генетическую карту. 


14.4. Сопоставление разных типов генетических карт 


Мы уже убедились, что интенсивность мейотической рекомбинации не- 
постоянна даже у одного организма, поэтому рекомбинационная дистанция 
между одними и теми же локусами может изменяться. В то же время не за- 
будем, что основой хромосомы является молекула ДНК, и локусы находятся 
именно в ней, поэтому между последними существуют физические рассто- 
яния на молекуле ДНК, которые можно измерить в парах нуклеотидов. Эта 
величина, конечно, тоже может изменяться вследствие мутаций, связанных 
с изменением длины ДНК, но она гораздо более стабильна. Подобные сооб- 
ражения ставят вопрос о соотношении двух обсуждаемых способов измере- 
ния расстояния между локусами. Вопрос можно сформулировать в терминах 
единиц измерения: сколько пар нуклеотидов составляют один сантиморган? 
Эта величина непостоянна даже на протяжении одной хромосомы, однако 
можно рассмотреть величину, усредненную по геному данного объекта. Та- 
кие цифры, приведенные табл. 14.1, свидетельствуют, что эта величина ва- 
рьирует в широких пределах. 

Итак, теперь мы с вами знаем уже два типа генетических карт — основан- 
ных на мейотическом и митотическом кроссинговере. Первые являются наи- 
более распространенными, так как их можно строить на основе расщепления 
признаков в потомстве скрещиваний; вторые представляют собой скорее эк- 
зотику, так как их построение возможно для немногих генетических моделей, 
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предоставляющих возможность учета соматического мозаицизма по опреде- 
ленным локусам. 
Таблица 14.1 


Сопоставление размеров геномов (пары нуклеотидов), общей длины 
рекомбинационной генетической карты (сМ) и длины 1 см 
(пары нуклеотидов) у разных организмов ` 


Общая длина Длина 
Размер генома . 
Виды генетической карты 1сМ (пары 
(п.н.) 
(<М) нуклеотидов) 
Фаг Т4 1,6 х 800 200 
Кишечная палочка 4,2 х 1750 2400 
Пекарские дрожжи 2,0х 4200 5 000 
Нейроспора 2,7 х 1000 27 000 
Соепотнаб Иез; @евапу 8,0 х 320 250 000 
Дрозофила 1,4 х 280 500 000 
Мышь 3,3 х 2809 1800 000 
Человек (мужчина) 3,3х 2809 1200 000 
Человек (женщина) 3,3 х 4782, 700 000 


Можно добавить еще один вариант карт, в первом приближении физиче- 
ских, возможный у двукрылых и немногих других объектов (например, кол- 
лембол), имеющих иолитенные хромосомы. Политенные хромосомы формиру- 
ются в некоторых клетках, характеризующихся очень интенсивным синтезом 
и секрецией белковых продуктов. Таковы слюнные железы личинок дрозофи- 
лы. Политенные хромосомы представляют собой интерфазные хромосомы, 
многократно реплицированные, но не разделенные митозом. В результате все 
реплицированные копии располагаются точно друг вдоль друга, формируя 
жгут определенной толщины, длина которого равна длине интерфазной хро- 
мосомы (т.е. ДНК в характерной для интерфазы белковой упаковке), а толщина 
пропорциональна плоидности. Политенные хромосомы имеют определенный 
рисунок оптически плотных и светлых участков — дисков и междисков, отра- 
жающих разные типы упаковки хроматина. Этот рисунок уникален для каждой 
хромосомы гаплоидного набора и более или менее стабилен в пределах вида. 
Таким образом, политенные хромосомы как бы визуализуют нам интерфаз- 
ную хромосому. Накопив огромный материал по хромосомным перестройкам 
(делециям, дупликациям, инверсиям и транслокациям), генетики дрозофилы 
узнали с точностью до конкретного диска/междиска позицию многих локу- 
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сов. Это дает возможность измерять физические расстояния между локусами 
по расстояниям между их позициями на политенных хромосомах. 

На рис. 14.7” сопоставлены три типа генетических карт. Мы видим зна- 
чительные несоответствия между ними. Так как митотический кроссинговер 
происходит в интерфазе или прометафазе, когда молекула ДНК имеет мень- 
ше уровней упаковки, и эта упаковка довольно стандартна и равномерна по ее 
длине, его частота должна неплохо отражать физические расстояния на хро- 
мосоме, вернее, на молекуле ДНК, составляющей ее основу. Такие генетиче- 
ские карты можно считать наиболее адекватными физическим. 

Мы могли бы ожидать, что физические расстояния на политенных хромо- 
сомах должны полностью им соответствовать, однако видим, что последние не- 
сколько сокращены в районе центромеры (отмеченной на рис. 14.7 черным пря- 
моугольником). Это связано с тем, что так называемые гетерохроматиновые, 
т. е. содержащие мало осмысленных генов и много тандемных повторов и плот- 
но упакованные, районы хромосом в политенных хромосомах недореплициро- 
ваны (термин говорит сам за себя). Вместо того, чтобы быть тоньше, как можно 
было бы ожидать, такой участок на политенной хромосоме оказывается короче. 

Рекомбинационная генетическая карта еще более искажена по сравнению 
с таковой, построенной на основе митотического кроссинговера. Это связано 
с неравномерностью распределения кроссоверных обменов вдоль хромосомы, 
о чем сказано в разд. 14.5. 
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Рис. 14.7. Сопоставление генетических карт дрозофилы, построенных на основе 
рекомбинации в мейозе (вверху), рекомбинации вследствие митотического 


кроссинговера (в середине) и на основе физической длины политенных хромосом (внизу) 
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14.5. Распределение интенсивности кроссинговера 
вдоль хромосомы. Начало 


Мы уже принимали допущение, что удельная вероятность кроссинговера 
равномерна на всей длине хромосомы, т. е. хромосома не дифференцирована 
по длине в отношении интенсивности кроссинговера. Как мы сейчас убедимся, 
это допущение в целом неверно, хотя иногда и может быть принято для большей 
части хромосомных плеч, за исключением прицентромерных и прителомерных 
районов. По всей видимости, универсальный механизм кроссинговера индиф- 
ферентен к конкретному участку хромосом, но на него накладываются дополни- 
тельные факторы, привносящие дифференциацию интенсивности кроссингове- 
ра вдоль хромосомы в целях стабилизации работы машин митоза и мейоза. 

На рис. 14.8 ` приведено распределение частот визуализованных флюорес- 
центной меткой посадок белка МГНУ\, неплохо маркирующего кроссоверные 
события, по длине хромосом обыкновенной бурозубки на стадии пахитены, 
когда хромосомы имеют степень компактизации, промежуточную между та- 
ковой интерфазных (когда их не видно) и метафазных хромосом (когда дли- 
на плеч немногим больше их ширины) и тем самым удобную для измерений. 
Мы видим, что вероятность кроссинговера падает до нуля в районе центро- 
меры, но, как правило, близка к максимуму вблизи краев. П.М. Бородин счел 
уместным сформулировать несколько «правил рекомбинации». Одно из них 
звучит как правило обязательного обмена, состоящее в том, что в мейозе 
на каждое плечо хромосомы должен приходиться хотя бы один кроссовер- 
ный обмен. Это правило непосредственно вытекает из механической функции 
кроссинговера: в метафазе первого деления мейоза гомологи удерживаются 
в бивалентах именно хиазмами, поэтому минимум один обмен на плечо — не- 
обходимое требование для нормального расхождения гомологов в этом деле- 
нии. 

Второе — правило прителомерного пика — указывает на то, каким обра- 
зом выполняется правило первое. Вблизи теломер вероятность кроссингове- 
ра, как правило, максимальна. Это также выглядит оправданным, поскольку 
именно с теломер начинается опознание гомологами друг друга и их спарива- 
ние. Таким образом, именно в прителомерном районе гомологичные хромо- 
сомы раньше и дольше всех остальных контактируют друг с другом в мейозе. 
Именно здесь и имеет смысл организовать обязательный обмен. 

Действительно, у некоторых организмов, например у ржи, имеются так 
называемые локализованные хиазмы, которые с необходимостью образуются 
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Рис. 14.8. Распределение частот, визуализованных правило прицентро- 
флюоресцентной меткой посадок белка МГН1, по длине мерного провала. 
хромосом обыкновенной бурозубки на стадии пахитены. Действительно, мей- 
Треугольник отмечает центромеру отическая рекомби- 


нация в прицентро- 
мерном районе обычно резко подавлена. В хромосоме 2 дрозофилы частота 
рекомбинации между локусами Пой! (1) и там (5) составляет 0,03-0,04 %, 
притом что между ними находится 16 млн пар оснований, а те же 16 млн пар 
между локусами И с[01 (с1) в эухроматине оборачиваются частотой в 35 %. Од- 
нако мутации по генам $и(уаг), белковые продукты которых задействованы 
в конденсации гетерохроматина, могут поднять рекомбинацию и в прицентро- 
мерном гетерохроматине до 7 раз на рассматриваемом участке. 


14.6. Неравный кроссинговер 


Прежде чем двигаться дальше, рассмотрим такое явление, как неравный 
кроссинговер. С этим явлением впервые столкнулся в 1925 г. Альфред Стёрте- 
вант, который первым изучил и закономерности обычного, «равного», крос- 
синговера. У дрозофилы в Х-хромосоме имеется локус Ват. В настоящее время 
известен уже 71 его аллель, но его молекулярная функция до сих пор неиз- 
вестна. Стёртевант имел в своем распоряжении полудоминантную мутацию 
Ват («палочковидные глаза»). У гемизиготных самцов и гомозиготных самок 
она приводила к сильной редукции глаза, у гетерозиготных самок глаз реду- 
цирован в меньшей степени. Однако в чистой линии, гомозиготной по Ваг, 
постоянно с некоторой вероятностью возникали ревертанты к дикому типу, 
и стакой же частотой возникали носители фенотипа «ига-Ваг» с дальнейшей 
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редукцией глаза. Фено- 
типы,  соответствую- 
щие разным генотипам 
в отношении Ваг, пока- 
заны на рис. 14.9". 
Всякий раз по- 
явление аномальных 
особей (ревертантов 
и «иба-Ваг») сопро- 
вождалось кроссинго- 
вером между локуса- 
ми, расположенными 
на Х-хромосоме по обе = ь 
стороны от локуса Ват. 
Стёртевант предполо- 


жил, что мутация Ваг Рис. 14.9. Фенотипы нормы, гетерозиготы, гемизготы 
представляет собой и гомозиготы по мутации Ват (В) и гемизиготы 
тандемную  дуплика- по мутации иЙта-Ваг (ВВ) 

цию участка хромосом. 

В мейозе гомозигот по ней повторенный участок гомологично спаривается, 
как и вся хромосома. Однако иногда может происходить ошибочное спари- 
вание, когда повторенная область спаривается со сдвигом на повторенный 
участок. Если в этом месте произойдет кроссинговер, то он приведет к тому, 
что один гомолог получит единственную копию участка, а другой — тандем- 
но триплицированный участок. Если фенотип Ваг возникает вследствие уд- 
воения дозы данного хромосомного фрагмента, то его утроение логичным 
образом приводит кеще более выраженному фенотипу «иЙга-Ваг». 

Когда были обнаружены политенные хромосомы, данная умозрительная 
гипотеза блестяще подтвердилась: рисунок дисков демонстрировал и дуплика- 
цию (рис. 14.10”, в середине), и трипликацию (рис. 14.10, сирава внизу) участка 
длиной в несколько дисков, в норме (рис. 14.10, слева и справа вверху) пред- 
ставленного единственной копией. 

В геноме эукариот широко распространены тандемные повторы, включа- 
ющие сотни и тысячи копий идентичных или почти идентичных фрагментов 
ДНК, повторенных по принципу голова-к-хвосту. В таких районах неравный 
кроссинговер — обычное явление, тем более вероятное, чем больше копий- 
ность тандемных повторов. Неравный кроссинговер является одним из глав- 
ных механизмов, ответственных за изменение этой самой копийности. Другой 
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Рис. 14.10. Рисунок политенной хромосомы дрозофилы в районе локуса Ваг в норме 
(слева и справа вверху), у мутации Ват (В) (в середине) и мутации иЙта-Ват (ВВ) 


механизм, приводящий к тому же результату, — это проскальзывание на один 
повтор при репликации ДНК, 5Ирразе тёрайтив. 


14.7. Распределение интенсивности кроссинговера 
вдоль хромосомы. Продолжение 


Существование такого явления, как неравный кроссинговер (который есть 
кроссинговер «ошибочный»), может объяснить нам снижение интенсивности 
кроссинговера в прицентромерных районах, вплоть до его полного отсутствия 
в самих центромерах. Из курса цитологии известно, что собой представляют 
центромеры на уровне ДНК. Повторим в общих чертах. ДНК центромер весь- 
ма изменчива, но она всегда представлена тандемными повторами, сама по себе 
первичная структура которых не особенно важна. Оказалось, что центромера — 
это эпигенетическое образование из белков и РНК, которое при репликации 
хромосомы собирается в том же месте, что и на материнской хроматиде, причем 
это всегда участок тандемных повторов. Если данный участок утрачен, может 
активироваться «спящая центромера». Фактически же это означает, что центро- 
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мера собирается на наиболее подходящем из оставшихся тандемно повторен- 
ных участков ДНК. Для нас важно, что на уровне ДНК центромере всегда соот- 
ветствует блок тандемных повторов. А тандемные повторы являются «группой 
риска» для неравного кроссинговера, который может привести к изменению их 
копийности, в том числе и резкому. Таким образом, кроссинговер в прицентро- 
мерной области угрожает целостности и неизменности центромеры. Наруше- 
ние копийности повторов в центромерном участке хромосомы может привести 
к нарушению центромеры и, следовательно, механизма клеточного деления, как 
митотического, так и мейотического. В результате в ходе длительного естествен- 
ного отбора, поддерживающего структуру центромер, отобрались формы, у ко- 
торых кроссинговер в прицентромерном районе подавлен. 

По всей видимости, такой отбор постоянно действует у большинства эу- 
кариот и непрерывно поддерживает «прицентромерный провал». Есть основа- 
ния полагать, что без отбора дифференциация интенсивности кроссинговера 
вдоль хромосомы быстро исчезла бы и события кроссинговера распределялись 
бы «по умолчанию» равномерно. 

Вышеприведенные закономерности не абсолютны. У сумчатого гриба 
Родозрота в прицентромерном районе рекомбинация, наоборот, увеличена. 
Это можно связать с известным фактом, что сумчатые грибы не содержат по- 
второв в геноме, поскольку имеют специальным механизмы по борьбе с ними. 
Профессор Л.В. Высоцкая рассказывает, что во время цитологической прак- 
тики со студентами она обнаружила у одного из видов клопов обязательную 
локализованную прицентромерную, а не прителомерную хиазму. 

П.М. Бородин и И.П. Горлов задались вопросом: чем определяется 
профиль рекомбинационной дифференциации хромосомного плеча с при- 
теломерным пиком и прицентромерным провалом — содержанием или по- 
ложением? Иными словами, привязана ли определенная интенсивность 
кроссинговера к определенной первичной структуре ДНК или же к опре- 
деленному расстоянию до центромеры и теломеры? Как оказалось, никто 
до этого не искал ответа на такой простой вопрос. Тогда они провели простой 
опыт: проанализировали этот профиль у инверсии, при которой большая 
часть хромосомного плеча была повернута на 180° при сохранении интакт- 
ными центромеры и теломеры. Опыт дал однозначный результат — профиль 
определяется положением. 

Следующее правило рекомбинации — иравило светлого пятна. Оно за- 
ключается в том, что рекомбинация идет более интенсивно в ГЦ-богатых, 
эухроматиновых и богатых генами районах, чем в АТ-богатых районах гете- 
рохроматина. Причина одного явления может крыться в большей рыхлости 
ГЦ-богатого хроматина и его большей доступности для белков, обеспечиваю- 
щих рекомбинацию. Если биологический смысл рекомбинации, помимо меха- 
нической функции в метафазе первого деления мейоза, состоит в генерации 
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генетического разнообразия, то в этой закономерности есть определенный 
смысл: лучше перетасовывать гены и их части, чем тратиться на перетасовку 
бессмысленных участков. Кроме того, здесь, по-видимому, работает тот же 
очищающий отбор, что и в центромере: в гетерохроматиновых АТ-богатых 
районах часто встречаются и тандемные повторы, которые желательно «не 
трогать» рекомбинацией, чтобы их копийность не менялась с довольно боль- 
шой скоростью за счет неравного кроссинговера. 


14.8. Адаптивное подавление кроссинговера 
в некоторых районах 


Вполне реальны и эволюционные ситуации, когда на снижение реком- 
бинации в каком-то районе хромосом может быть направлен и естественный 
отбор. Этим можно закрепить какие-то эволюционно-выгодные сочетания 
аллелей сцепленных локусов. Здесь работает то же нехитрое правило — в ста- 
бильных условиях сочетания аллелей, «доказавшие свою адаптивность», вы- 
годно сохранять, в нестабильных — наоборот, перекомбинировать. 

В опытах по искусственному отбору удается существенно изменить 
интенсивность рекомбинации в определенных районах хромосом (частич- 
но это достигается за счет изменения общего уровня рекомбинации). Так, 
отбором на снижение частоты рекомбинации между локусами и и ту дро- 
зофилы удалось снизить ее с 36 до 6 % у одной отбираемой линии и до 
0,6 % — удругой. 

Эволюционной генетикой накоплен большой массив эмпирических дан- 
ных, свидетельствующий о снижении или полном исключении рекомбинации 
между какими-то генами у одних видов по сравнению с другими. 

Допустим, у прямокрылых одного из родов семейства Тене1Чае окра- 
ска определяется 13 локусами, которые у одного из видов рекомбинируют, 
ау другого разбиты на две группы, наследуемые каждая как один локус, с 7 % 
кроссинговера между ними, тогда как у близкого рода все они наследуются 
как один аллель. 

Однако механизм такого подавления кроссинговера неоднозначен и из- 
вестен далеко не всегда. Как мы убедимся в дальнейшем, довольно радикаль- 
ным средством запирания кроссинговера являются инверсии нужного района, 
у гетерозигот по которому спаривание хромосом в инвертированном районе 
исключено. Такие инверсии должны иметь не слишком большую длину, что- 
бы исключить спаривание с образованием петли, что создает проблемы в ана- 
фазе первого деления мейоза — бицентрические и ацентрические хроматиды, 
соответственно подверженные разрывам и потерям в анафазе. Если внутрь 
большой инверсии добавить вложенные инверсии, которые исключат протя- 
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женное спаривание с образованием большой петли, этот недостаток возможно 
преодолеть. У гетерозигот по таким перестройкам кроссинговер в инвертиро- 
ванном районе невозможен, у гомозигот он возможен, но не меняет комбина- 
ции аллелей. Минус этого «метода» исключения кроссинговера состоит в том, 
что хромосомные перестройки необратимы. 

Механизм «мягкого» исключения кроссинговера в каком-то районе под 
действием отбора на сохранение немногих комбинаций аллелей и восстанов- 
ления нормальной интенсивности кроссинговера после снятия такого отбора 
неизвестен. Этот механизм может быть связан с привлечением в структуру 
хроматина белка с функцией «антирекомбиназы». 

В результате подавления кроссинговера между сцепленными локусами по- 
следние могут наследоваться как единый локус. Для такого блока полностью 
сцепленных генов был предложен и используется в эволюционной генетике тер- 
мин суперген. Необходимо подчеркнуть, что это чисто генетическое понятие, 
указывающее на характер наследования, и в него не вкладывается никакого мо- 
лекулярного смысла: рекомбинация может быть подавлена как между разными 
генами в молекулярном смысле, так и между управляющими элементами одного 
гена. Комбинации аллелей генов, входящих в суперген, наследуются как один 
аллель. Для таких совместно наследующихся комбинаций аллелей разных генов, 
находящихся на одной нити ДНК, желательно использовать термин гаилотин. 
Это универсальный термин, широко применяемый и в молекулярной генетике, 
где под ним подразумевают также и последовательность некодирующих проме- 
жутков между генами, например, гаплотипы митохондриальной ДНК`. 

Одинизпримеров дает нам примула разнотычинковая (Рийиша пеето$1у®). 
У нее совместно наследуются гены, ответственные за размеры пестика, тычи- 
нок и пыльцы. Это не есть плейотропные проявления одного и того же гена, 
поскольку длина тычинок и пестиков не коррелирует. Напротив, сочетание 
разных длин тех и других позволяет примуле избегать самоопыления. 

Однако наиболее впечатляющие примеры супергенов дает нам мимикрия 
у бабочек. Напомним, что это явление состоит в том, что либо разные мало- 
съедобные виды имеют сходный облик для облегчения научения хищников 
их не трогать — это называется мюллеровской мимикрией, либо вполне съе- 
добные виды приобретают облик несъедобных — это называется бейтсовской 
мимикрией (обе мимикрии названы по фамилиям описавших их ученых, Ген- 
ри Бейтса и Фрица Мюллера). При этом чтобы бейтсовская мимикрия была 
успешна, численность мимика должна быть много ниже численности модели, 


`К сожалению, практика молекулярной генетики привела к неоправданному рас- 
ширению и этого термина, когда гаплотипом стали называть последовательность ну- 
клеотидов или только лишь их вариабельных позиций, даже внутри одного кодирую- 
щего гена — то, что следует называть аллелем. 
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иначе хищники не будут получать достаточного количества отрицательных 
подкреплений, чтобы научаться не есть бабочек определенного облика. Но эво- 
люционный успех так или иначе сводится к численности вида, и при сильных 
ограничениях на численность мимикрия просто не составила бы адаптации. 
По сути, мимики являются паразитами на моделях, используя их «кредит недо- 
верия», и сталкиваются с теми же проблемами компромисса между собствен- 
ной пользой и интересами хозяина, что и обычные паразиты. Однако виды- 
мимики пошли по гораздо более сложному пути, приобретя впечатляющую 
альтернативную изменчивость, поэтому разные морфы одного вида-мимика 
похожи на разные виды-модели, перераспределяя таким образом свою числен- 
ность между последними. 

В наших широтах мимикрия встречается крайне редко. Например, ноч- 
ные бабочки-стеклянницы похожи на ос (бейтсовская мимикрия), а все белян- 
ки малосъедобны и имеют сходную белую окраску (мюллеровская мимикрия). 
Но не следует забывать, что северная биота бедна и молода, так как ей при- 
ходилось несколько раз заново колонизировать свои территории после ци- 
клических похолоданий плейстоцена. Во-первых, у местных видов просто не 
было времени на то, чтобы реализовать такие адаптационные возможности. 
Во-вторых, по-настоящему несъедобных видов достаточно мало, и на севере 
Евразии среди бабочек, к примеру, они просто отсутствуют. В тропиках ми- 
микрия встречается на удивление часто. По-видимому, стабильные условия 
в древних сообществах позволяют сработать достаточно тонким эволюцион- 
ным механизмам. Но и здесь моделями неизменно служат представители со- 
всем немногих групп бабочек — апатае и Тго4тае в Старом и Новом Свете, 
Нейсопит и Пиотйпае в Новом Свете. Исследование бейтсовской мимикрии 
у тропических бабочек составляет классику эволюционной генетики и нагляд- 
но демонстрирует возможности естественного отбора, равно как и следствия 
его исчезновения. 

Род НеЙсот1и (семейство МутрраН4ае) распространен в тропиках Но- 
вого Света и родственен нашим перламутровкам, входя с ними в одно под- 
семейство НейсопИпае, однако мало на них похож — это несъедобные очень 
стройные длиннокрылые бабочки с медлительным полетом и большой про- 
должительностью жизни. В пределах этого рода наблюдается и мюллеровская, 
и бейтсовская мимикрия. Рассмотрим три вида этого рода, на которых были 
проведены генетические исследования (рис. 14.11 °). 

Два вида, Н. теротеие и Н. етаю, встречаются совместно на большой 
территории Южной Америки, на которой распадаются на локальные подви- 
ды. Внутри каждого вида географические подвиды весьма различаются друг 
от друга внешне, но на одной территории подвиды этих двух видов внешне 
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Рис. 14.11. Полиморфизм у Нейсотиз питаю, Н. теротеие, 


Не!сопйпае 


Н. етаю и видов рода Мейпаеа 


почти идентичны, т. е. географическая изменчивость одного вида в точности 
копирует таковую второго. Нетрудно понять, что мы имеем дело с мюлле- 
ровской мимикрией, так как два несъедобных вида стремятся быть нераз- 
личимыми, хотя в данном случае эта мимикрия осложнена внутривидовой 
изменчивостью, более обычной при мимикрии бейтсовской. Ученые пыта- 
ются реконструировать эволюционный механизм, который привел к такому 
удивительному явлению, но для нас сейчас важно понять, как все это насле- 
дуется. 

В результате скрещиваний между разными формами одного вида было 
выявлено следующее. У Н. теротепе имеется: 

— 3 тесно сцепленных локуса, ответственных за желтые и белые элементы 
окраски; 

— 2 сцепленных друг с другом, но не сцепленных с первой группой локуса, 
ответственных за красные элементы окраски; 

— еще 2 несцепленных локуса, ответственных за некоторые черты окраски. 

Сцепление во всех этих локусах неабсолютное, все они отделимы крос- 
синговером. 

У Н. егаю первая и вторая группы локусов наследуются каждая как один 
локус, т. е. рекомбинация внутри каждой из групп подавлена полностью, и эти 
локусы представляют собой супергены. При этом контроль желтой перевязи 
на переднем крыле переходит с первого супергена на второй. 
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Наконец, имеется и третий вид, Н. питаю, совершенно не похожий на пер- 
вые два, но эволюционно даже более родственный Н. теротене, чем Н. ета, 
о чем свидетельствуют данные молекулярной филогении. У этого вида имеется 
38 морф, каждая из которых имитирует разные виды несъедобного рода Мейпеа 
из другого подсемейства нимфалид — Ийотйнае. При этом до 11 морф может 
встречаться совместно на одной территории. Перед нами одновременно бейт- 
совская и мюллеровская мимикрия, так как все эти бабочки несъедобны. Ока- 
залось, что все типы окраскиу Н. пита наследуются как аллели одного локуса, 
с линейными отношениями доминирования одного над другим по следующему 
принципу: черный цвет в данном месте крыла доминирует над нечерным, хотя 
есть и исключения. Родственность Н. пита с Н. теротепе подсказывает нам, 
что у них, скорее всего, имеется одинаковое количество генов, определяющих 
окраску (возможно, некоторые изних мономорфны), но если у второй мы можем 
наблюдать рекомбинацию между 7 локусами, то у первой все полиморфные гены 
окраски ведут себя как один суперген. Обнаружено, что формирование суперге- 
на крыловой окраски путем исключения рекомбинации на участке в 400 тыс. пар 
оснований (у дрозофилы этому соответствовало бы рекомбинационное рассто- 
яние чуть менее 1 см) в геноме Н. питаа произошло «по жесткому сценарию» 
и связано с полиморфизмом по хромосомным перестройкам в этом районе; по- 
видимому, это обстоятельство и сделало возможным столь впечатляющий по- 
лиморфизм у этого вида. 

Следует сделать две оговорки. 

1. Рисунок бабочек определяется немногими пигментами, биохимический 
синтез которых происходит без участия продуктов обсуждаемых генов, по- 
скольку они так или иначе имеются у всех особей. Полиморфизма в отношении 
самого присутствия пигментов не наблюдается, и ответственные за их синтез 
гены не вовлечены в супергены. Однако обсуждаемые гены регулируют синтез 
пигментов, т. е. включают или выключают в данной зоне крыла экспрессию 
локусов, ответственных за них, являясь тем самым селекторными генами. 

2. Природа обсуждаемых генов неизвестна. Эти гены могут быть как от- 
дельными кодирующими генами, т. е. генами в молекулярно-биологическом 
смысле, так и сайтами на протяженной регуляторной области одного коди- 
рующего гена (подобного рассмотренному уже локусу сие дрозофилы), кото- 
рые, пока рекомбинация между ними не подавлена, например у Н. теротеие, 
ведут себя как разные локусы, т. е. разные гены в классическом понимании". 
Предположение, что хотя бы некоторые из данных генов суть лишь участки 
регуляторной зоны одного кодирующего гена, выглядит более правдоподоб- 


`Здесь я прибегаю к неопределенному термину «ген», а не «локус», поскольку 
в рамках проведенного генетического анализа термин «локус» может быть в одних 
случаях применен к отдельным таким «генам», а в других — ко всему супергену. 
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ным, поскольку: а) автоматически делает гены, ответственные за рисунок, сце- 
пленными и 6) на других группах бабочек было установлено, что за крыловой 
рисунок ответственны гены из того же класса йох-генов, которые участвуют 
в детерминации плана строения животных и для которых как раз характерны 
подобные протяженные регуляторные области. 

Классическим объектом эволюционной генетики стала бейтсовская ми- 
микрия у ориентального (т. е. свойственного Южной и Юго-Восточной Азии) 
парусника РарШо тетпоип (семейство РарШот9ае, подсемейство РарШоптае), 
изученная в 1960-е гг. Самцы у этого парусника мономорфны и мимикриру- 
ют под разные виды несъедобных парусников из рода Айорйапеига друго- 


го подсемейства (Тго1Атае)”. 
На рис. 14.12” самки трех форм Р 
тетпоп сопоставлены со своими 
моделями из рода Апорйаиеита. 
Всего у Р тетиоп обнаруже- 
но 26 морф самок, однако лишь 
немногие из них встречаются со- 
вместно. Следует помнить, что 
ареал этого вида огромен и на 
его протяжении вид распадается 
на несколько подвидов. Как пра- 
вило, в пределах подвида морфы 
проявляют большое сходство со 
своими моделями, а по отноше- 
нию друг к другу проявляют пол- 
ное доминирование (в противном 
случае фенотипов получалось 
бы слишком много и их было бы 
нелегко подогнать под модели). 
В гибридных зонах между под- 
видами сходство с моделями на- 
рушается, и появляется неполное 
доминирование. Скорее всего, 
это связано с тем, что в преде- 
лах подвидов внешность бабочек 
и экспрессия контролирующих ее 
генов доведена до совершенства 


Рис. 14.12. Несъедобные виды парусников 

из рода Аторйапеита (слева), мимикрирующие 
под них морфы самок парусника РарЙюо 
тетиоп (справа) и самец Р тетиоп (внизу) 


* Кстати, несъедобны они всего лишь из-за токсинов кормовых растений их гусе- 


НИЦ ИЗ семейства кирказоновых. 
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подбором многих генов-модификаторов, а в зонах контакта модификаторы, 
накопленные у одного подвида, сталкиваются с таковыми другого подвида, 
что приводит к непредсказуемым результатам. На островах Ява и Суматра 
две морфы проявляют неполное доминирование, и гетерозигота оказывается 
большим мимиком, чем обе гомозиготы, т. е. имеет место ситуация сбаланси- 
рованного полиморфизма. 

Размывание мимикрии на стыках подвидов и тем самым ослабление свя- 
занных с ней адаптивных преимуществ приводит к ослаблению естественного 
отбора, в частности направленного и на подавление кроссинговера в суперге- 
нах. В результате на стыках подвидов появляются редкие морфы окраски, ко- 
торые оказывается возможным интерпретировать как кроссоверы. Анализ та- 
ких особей привел ученых к выводу, что суперген, определяющий внешность 
самок, содержит как минимум 5 генов, расположенных в следующем порядке 
относительно фокуса своего действия: хвосты на заднем крыле — окраска за- 
днего крыла — окраска переднего крыла — базальные треугольники на перед- 
нем крыле — тело. 

В Африке распространен другой известный мимический парусник, РарЙо 
датаапиз, у которого существует 4 формы самцов и 9 самок, внешность ко- 
торых наследуется как определяемая одним локусом. В данном случае также 
остается неизвестным, суперген ли это или регуляторный ген со ступенчатым 
аллелизмом. 

Р. Фишер в 1930 г. назвал бейтсовскую мимикрию «величайшим прило- 
жением теории естественного отбора после Дарвина». Тем парадоксальнее 
оказался тот факт, что интрига, связанная с молекулярной природой супер- 
генов мимикрии, сохранялась до марта 2014 г., когда, наконец, удалось его 
идентифицировать у еще одного вида парусников, обычного для Южной 
и Юго-Восточной Азии, РарШо ро[у!ез. У этого парусника есть всего четы- 
ре морфы самок: одна сходна с самцом и три миметические, схожие с тремя 
видами несъедобных парусников из рода РасйПор!а (рис. 14.13`, 6). В иссле- 
дование были вовлечены только две морфы (сходная с самцом и одна миме- 
тическая), зато для решения задачи была применена вся мощь самых совре- 
менных методов — клонирование генома в бактериальных искусственных 
хромосомах, первичное его секвенирование и ресеквенирование у многих 
особей, картирование его с помощью молекулярных маркеров, ассоциатив- 
ное картирование, транскриптомный анализ, иммунофлюоресцентное окра- 
шивание и пр. 

Результат выяснения природы супергена всех изумил, притом что мно- 
гие гипотезы подтвердились. Во-первых, «суперген», включающий множество 

° Кише К., УБапе МУ, Тепоег-Тго]ап4ег А., Рашпег О.Н., Магып А., Вее4 В.О., 


МиПеп 5. Р., КтопЮг<( М.В. РочЫе зех 15 а пишисгу зирегоепе // Маиге. 2014. Уо/. 507. 
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Рис. 14.13. Схема альтернативного сплайсинга ортолога гена дои Е зех у РарШо ро/ез, 
включающая самцовый (11) и три самочьих (Ё1-Ё3) типа (а) и изменчивость внешних 
признаков у этого вида (6), включающая два подвида (с крыловыми хвостами 

у немиметических форм и без них) и три морфы самок, мимикрирующих под три 
вида парусников рода Распуор!а 


не разделимых кроссинговером наследственных факторов, оказался одним- 
единственным геном, а сами эти факторы — нуклеотидными заменами. Два 
исследованных типа аллелей зафиксировали различия по ни много ни мало 
1044 нуклеотидным заменам (на протяжении 100 тысяч пар нуклеотидов, т. е. 
в среднем одна на сотню). Из них 972 оказались в некодирующих районах, 
а 72 — в кодирующих, среди последних 25 были несинонимичными. (Общее 
число замен в этом гене, найденных у проанализированных 30 особей, включая 
недиагностические для миметических и немиметических аллелей, было всеме- 
ро больше — 6 865, при этом в соседних генах были обнаружены от нескольких 
штук до десятков, в сумме 77 на 6 генов, причем ни одна из них не была связана 
с мимикрией.) Несомненно, большая часть замен в гене мимикрии нейтраль- 
на. И действительно, ситуация сбалансированного полиморфизма с исклю- 
ченной рекомбинацией между аллелями превращает эти аллели в «насос» для 
нейтральных мутаций, однако никто не ожидал такого огромного количества 
накопленных мутаций, которое может говорить только о необычайной древ- 
ности данного случая мимикрии. 
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Далее, поразительным оказалось, чем является ген мимикрии у Р ро[у1е. 
Это оказался ортолог гена дом 5ех (4х) дрозофилы, т. е. того самого гена, ко- 
торый на самом деле ответственен за запуск двух разных регуляторных генных 
каскадов, приводящих к развитию мужского либо женского пола (а не просто 
генерирующих или проводящих двоичный сигнал переключения пола по типу 
«есть»/«нет»). Таким образом, за ограниченный полом полиморфизм у самок 
оказался ответственным тот же самый ген, который ответственен за существо- 
вание собственно самцов и самок. Функция определения пола связана с таки- 
ми структурами белкового продукта, кодируемыми первым экзоном гена, как 
ДНК-связывающий домен и домен димеризации. И хотя 52 из 72 синонимич- 
ных и 21 из 25 несинонимичных замен в кодирующей части гена находятся 
именно в первом экзоне, они не затрагивают участков, кодирующих два на- 
званных домена. Другими словами, контроль за полиморфизмом самок — это 
дополнительная функция, 4е поуо приобретенная ортологом &5х в ходе станов- 
ления мимикрии, так что можно сказать, что к мимикрии привели неоморф- 
ные мутации в гене 4х. 

Поскольку ген 45х знаменит своим альтернативным сплайсингом, было 
бы логично ожидать, что и за каждую морфу самок ответственны разные вари- 
анты альтернативного сплайсинга этого гена. И действительно, анализ транс- 
криптома выявил один самцовый и три самочьих варианта альтернативного 
сплайсинга (см. рис. 13.14, а). Но оказалось, что эти варианты не определяют 
пол или морфу однозначно: все четыре варианта альтернативного сплайсинга 
присутствуют практически у всех полов и морф. Развитие же особи по тому 
или иному пути определяется их соотношением: у самцов подавляющим об- 
разом преобладает самцовая форма, у немиметических самок — одна из само- 
чьих морф, а у миметических — две других. Оказалось, что у самок на стадии 
куколки немиметический тип сплайсинга экспрессируется в основном в теле, 
а два миметических — в крыловых зачатках. Мы помним, что варианты аль- 
тернативного сплайсинга у дрозофилы контролировались на уровне самого 
сплайсинга, наличием или отсутствием функционального белка ТКА. У самок 
же Р ро[у!е; различия в месте экспрессии того или иного аллеля и характерные 
для него преобладающие типы сплайсинга зависят от каких-то определенных 
из более чем тысячи нуклеотидных замен, различающих миметические и не- 
миметические аллели. Ввиду огромного общего количества замен, выявить 
конкретные замены, влияющие на фенотип, не удалось. Коль скоро речь идет 
о регуляции альтернативного сплайсинга, среди них могут быть замены и в си- 
нонимичных позициях, и в некодирующих районах гена. Можно представить 
себе переживания авторов данного исследования, которые сначала открыли, 
что мимикрия контролируется знаменитым геном 4х, а затем обнаружили, 
что его регуляция в данном случае достигается «более традиционным спосо- 
бом» за счет нуклеотидных замен и регуляции транскрипции. 
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Нам осталось ответить на один вопрос: каким образом у парусника 
Р ро[у1ез был заперт кроссинговер по данному гену? Ответ оказался прост: ми- 
метические и немиметические аллели различаются инверсией с точками раз- 
рыва вблизи концов гена мимикрии, т. е. в данном случае эволюция использо- 
вала самый простой и необратимый метод. 

Но интрига сохраняется! Предварительное картирование супергена ми- 
микрии у другого парусника, РарШо Чат4апиз, однозначно свидетельствует, 
что это в данном случае не ортолог 45х, а какой-то другой ген. Получается, что 
у двух представителей одного рода сходная картина бейтсовской мимикрии 
возникла на совсем разной молекулярной основе. Интереснее всего было бы 
узнать молекулярную природу супергена мимикрии у РарШо тетнои, у кото- 
рого супрессия кроссинговера в супергене выглядит обратимой. 
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ГААВА 15 


МОЛЕКУЛЯРНЫЙ МЕХАНИЗМ КРОССИНГОВЕРА 
ИГЕННАЯ КОНВЕРСИЯ 


15.1. Вводные замечания 


Вопрос о молекулярном механизме кроссинговера является одним из са- 
мых сложных вопросов генетики. В этом деле очень мало помогают суще- 
ствующие учебники. В учебнике И.Ф. Жимулева 2003 г. одновременно рас- 
сматриваются эукариоты и прокариты, а также процессы т "то и т уйто, 
притом что рекомбинация в этих случаях может происходить по-разному, 
а иллюстрации сопровождаются минимумом текста [Жимулев, 2003]. Хочу 
оговориться, что нас сейчас интересует механизм мейотического кроссинго- 
вера как процесса, общего и единообразного для всех эукариот, но несвой- 
ственного прокариотам. В учебнике С. Г. Инге-Вечтомова [2010] подробно 
рассмотрена устаревшая модель Р. Холлидея, основанная на однонитевых раз- 
рывах, а совеременная модель, основанная на двунитевых разрывах, упомя- 
нута лишь следующим образом: «В инициации мейотического кроссинговера 
играют роль не только однонитевые разрывы, но и (а возможно и в большей 
степени) двунитевые разрывы ДНК» [Инге-Вечтомов, 2010, с. 202]. Лучше 
всего данный вопрос освещен в книге И.Ф. Жимулева и Д.Е. Корякова «Хро- 
мосомы. Структура и функция» [2009], однако его обсуждение приведено 
в странном месте — в подразделе «Синаптонемный комплекс», притом что 
синаптонемный комплекс лишь косвенным образом участвует в механизме 
кроссинговера. Кроме того, обсуждение вопроса обрывается перед самым 
сложным моментом — разрешением структур Холлидея. 

Для правильного понимания всего того, о чем будет говориться ниже, нуж- 
но помнить, что в кроссинговере участвуют две хромосомы, которые в сумме 
имеют четыре хроматиды и восемь цепей ДНК. В каждом акте кроссинговера 
участвуют две хромосомы, две хроматиды и четыре цепи ДНК. Нельзя путать 
цепи ДНК и двухцепочечные молекулы ДНК (хроматиды), а также перекрест 
между вторыми с перекрестом между первыми. Следует быть внимательными, 
чтобы этого не сделать. С той же целью — чтобы не запутаться — мы не будем 
отвлекаться на неверные исторические представления о механизме кроссинго- 
вера, еще недавно господствовавшие в науке. 
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Рассмотрев митотический кроссинговер и сестринский хроматидный об- 
мен, мы пришли к выводу, что эти явления, по всей видимости, являются всего 
лишь побочными продуктами репарации двунитевых разрывов (причем сами 
эти разрывы могут быть не случайными дефектами, а вноситься специально 
для облегчения рассоединения сестринских хроматид после репликации ДНК). 
Также мы имели возможность убедиться в сходстве митотического и мейоти- 
ческого кроссинговера, как по результату, так и по нетривиальной О-образной 
зависимости от температуры. Это дает нам основание предположить, что и в 
механизме мейотического кроссинговера у эукариот задействованы элементы 
механизма, связанного с залечиванием двойных разрывов. 

Немаловажно, что если однонитевой разрыв ДНК может быть залечен по ма- 
трице второй, целой, цепи, то двунитевой разрыв может быть залечен либо сра- 
зу же в момент своего возникновения, когда концы ДНК еще находятся рядом, 
либо только по матрице идентичной или гомологичной хромосомы. Поэтому ре- 
парация двунитевых разрывов должна включать в себя механизмы поиска таких 
гомологов. Неудивительно, что эта система как раз очень пригодилась в мейозе, 
в профазе которого совершенно необходимо обеспечить гомологическое вырав- 
нивание гомологичных хромосом в целях их дальнейшего разделения. 

Кроссинговер становится возможен только после того, как обеспечено спа- 
ривание и выравнивание гомологов. По образному выражению П.М. Бородина, 
первым этапом спаривания гомологов является грубое выравнивание «по штрих- 
коду» — друг друга «узнают» участки ДНК, имеющие сходный тип хроматина, т. е. 
набор белков хроматина, который в конечном счете так или иначе определяется 
первичной структурой ДНК. К участкам с особым типом хроматина прежде всего 
относятся прителомерные и прицентромерные районы, блоки гетерохроматина. 
Но существует и более дробное разделение хроматина по белковому составу (раз- 
ным его типам условно приписан «цвет» — зеленый, черный и пр.). 

Вслед за этим наступает тонкое выравнивание по гомологии ДНК, кото- 
рое обычно завершается образованием синаптонемного комплекса. Механизм 
выравнивания по гомологии ДНК заслуживает особого внимания, поскольку 
кроссинговер оказывается свего рода его побочным продуктом. Начало процес- 
са выглядит по-варварски. На стадии лептотены белок $ро11, гомологичный то- 
поизомеразе археобактерий, вносит в ДНК множественные двунитевые разры- 
вы: примерно 300 разрывов на хромосому у мыши, несколько тысяч — у лилии. 

Затем с разрывами связывается белок ВАО51 и расплетает ДНК на опре- 
деленную длину (рис. 15.1 `). У дрожжей функции КАО51 препятствует та самая 


`Жимулев И. Ф., Коряков Д.Е. Хромосомы. Структура и функции. Новосибирск: 
Изд-во СО РАН, 2009. 258 с., с изм. 
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«антирекомбиназа» — белок 
а $852, мутанты по которому 
ИП имеют повышенную интенсив- 
ность кроссинговера и более 
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ществуют и у других эукариот. 

| Далее происходит нечто вроде 

в «зачистки контактов» — раз- 
Пер @>` рыв расширяется с каждой сто- 
роны путем гидролиза той цепи 

ВАО51/54 | ДНК, которая в этом месте име- 
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и которую дистанцию от разрыва 
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д 
г 990- концов связывается с белками 
ВАО51 и КАО54, другой — с бел- 


ком ОМС. 
Одноцепочечный конец 
Г в — ДНК, связанный с ОМС\, де- 
лается активным и начинает 
блуждать, пока не обнаружит 
Рис. 15.1. Начальные стадии кроссинговера двойную цепь ДНК, содержащую 
на уровне ДНК: двунитевой разрыв, «зачистка комплементарный себе участок. 
концов», миграция ветви и образование Этот конец способен вытеснять 
Р-петли из двойной цепи ДНК участок, 


гомологичный себе, и вместо 
него сам образовывать дуплекс с участком, комплементарным им обоим. Тем 
самым конец, связанный с ОМС, осуществляет инвазию. Принято говорить 
об инвазии конца одиночной нити (ие еп4 туаяюоп) (см. рис. 15.1). 

Вслед за инвазивным концом в новую двойную спираль-акцептор вовле- 
кается гораздо большая длина инвазивной нити ДНК, при этом как двойная 
спираль-донор, так и двойная спираль-акцептор расплетаются. Этот про- 
цесс назвается миграцией ветви (Бтапсй питаНоп). Вытесненный из двойной 
спирали-акцептора одноцепочечный участок ДНК образует так называемую 
О-петлю (Р-0ор), которая находит одноцепочечный участок ДНК-донора 
и образует с ним дуплекс. При миграции ветви О-петля также расширяется, 
и оба дуплекса, образованные цепями ДНК от разных хроматид, удлиняют- 
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ся’. Миграция ветви, образование О-петли и расширение гетеродуплексов 
распространяется и по другую сторону от точки инициации обмена (точки 
инвазии, соответствующей точке первоначального двуцепочечного разрыва), 
поэтому О-петля оказывается приблизительно симметричной относительно 
этой точки. 

В результате мы получаем два ДНК-дуплекса, образованных цепями ДНК 
от двух разных хроматид. Однако эти дуплексы имеют однонитевые бреши, со- 
ответствующие участкам первоначального расширения двунитевого разрыва 
(«зачистки концов»). В этом месте вторая цепь ДНК достраивается по имею- 
щейся матрице. В точке, где одноцепочечный участок на ДНК-доноре кончает- 
ся, вновь синтезируемая цепь сшивается с 5-концом второй цепи ДНК-донора, 
и у нас получается симметричная с точки зрения цепей ДНК промежуточная 
структура — участок, где два ДНК-дуплекса образованы цепями от разных 
хроматид, отграниченный с каждой стороны местами, где обе «чужие» цепи, 
перекрещиваясь, возвращаются в свои хроматиды. Такой перекрест цепей ДНК 
от разных дуплексов называется структурой Холлидея (НоШаау ягис!ите), или 
полухиазмой. Промежуточная структура отграничена с каждой стороны такой 
структурой Холлидея и иногда сама называется двойной структурой Холлидея 
(Яои Ме НоШаау ятисЁите). 

Р. Холлидей предложил свою структуру в 1964 г. в рамках модели механиз- 
ма кроссинговера, основанной на однонитевых разрывах ДНК. Модель оказа- 
лась неверной, но структура эта, как видим, действительно образуется, правда, 
всякий раз в двух экземплярах. Правильная модель механизма кроссинговера 
была предложена М.С. Мезельсоном и С. М. Рэддингом в 1975 г. 

На рис. 15.2” показаны два крайних варианта промежуточных структур, 
оба из которых встречаются у сумчатых грибов. Сверху показана промежу- 
точная структура, характерная для дрожжей. В ней практически отсутству- 
ет миграция ветви и расширение О-петли. Снизу показана промежуточная 
структура сумчатого гриба $отаатйа Пийсоа, у которой расширение О-петли 
распространяется далеко за пределы однонитевых участков вокруг первич- 
ного двуцепочечного разрыва. Стрелками показаны 3’-концы; длина участков 
ДНК показана не в масштабе — у сордарии промежуточная структура гораздо 
длиннее, чем у дрожжей, а несимметричная область у них, по-видимому, срав- 
нимых размеров. 

В мейозе инвазия в основном происходит в молекулу ДНК гомолога, а не 
сестринской хроматиды. Исследования на дрожжах показали, что инвазии 


"Давайте в дальнейшем для простоты называть дуплексы, образованные цепя- 
ми ДНК от разных хроматид, «гетеродуплексами», хотя первичная структура обеих 


хроматид может быть и идентичной. 
"ба ЕМ,, Ео$$ Н. М. Ви зее Кап: (1978) // Сепенс$. 2008. Ус. 178. Р. 1141-1145. 
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в сестринскую хроматиду чисто 
щи о 
механически мешает уже сфор- 


— Хх —- мировавшийся к тому времени 
Миитиниии ЗЕ (в лептотене) осевой элемент си- 
ин о Птонемного комплекса. В ре- 
| зультате нахождение сестринской 

хроматиды в качестве ДНК, го- 
мологичной инвазивному концу, 
оказывается менее вероятным, 


а образующиеся сестринские ге- 
теродуплексы — менее стабиль- 


м, НЫМИ. Поэтому по чисто кинети- 


==, ческим причинам подавляющее 
% м 2% число промежуточных структур 


формируется между несестрин- 


шнгаНоп 
ро 


скими хроматидами гомологов. 

В тех случаях, когда гомолог от- 

Рис. 15.2. Промежуточные структуры, сутствует (при наличии делеций 
характерные для двух видов аскомицетов: или у унивалентов — неспарен- 
Зотаапа Лтусоа (внизу) и Засспатотусез сегеляяе ных хромосом, например уни- 
(вверху) валентов В-хромосом), т. е. в от- 


сутствие «более легкой мишени», 
инвазия в конце концов происходит и в сестринскую хроматиду. В результате 
на унивалентных В-хромосомах в профазе мейоза можно наблюдать рекомби- 
национные узелки. Мы помним, что в митотическом кроссинговере, где си- 
наптонемный комплекс отсутствует вовсе, сестринская хроматида оказывает- 
ся более предпочтительным (примерно на два порядка!) партнером для обмена 
(поскольку там нет осевого элемента синаптонемного комплекса). 

Именно посредством всей этой сложной механики, включающей множе- 
ственные двуцепочечные разрывы, и осуществляется тонкое выравнивание 
гомологичных хромосом по гомологии первичной структуры ДНК. Она же, 
как мы увидим далее, задействована и в кроссинговере. 

Внесение разрывов и инвазия у большинства эукариот происходят 
до формирования центрального элемента синаптонемного комплекса. Что 
характерно, небольшие участки нарушения гомологии, например, небольшие 
инверсии в гетерозиготе (участки ДНК, в одном из гомологов повернутые 
на 180°), не препятствуют формированию синаптонемного комплекса по всей 
длине бивалента. Однако у дрозофилы, наоборот, формирование синаптонем- 
ного комплекса предшествует разрывам. Скорее всего, дрозофила может это 
себе позволить, потому что у нее гомологичные хромосомы пребывают в вы- 
ровненном состоянии не только в профазе мейоза, но и в интерфазе. 
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Когда количество опознаний достигает некоего критического уровня, 
двойные структуры Холлидея начинают разрешаться. Их разрешение проис- 
ходит путем ликвидации перекрестов между двумя двойными цепями ДНК. 
Это достигается путем разрезания двух одноцепочечных ДНК, создающих пе- 
рекрест, и залечивания образующегося одноцепочечного разрыва. 

В этом месте следует заметить, что структурам Холлидея свойственна так 
называемая изомеризация. ДНК — достаточно гибкая подвижная молекула, 
и ее вращение в районах перекреста может создавать два варианта структуры 
Холлидея, когда: 

1) перекрещиваются цепи ДНК, побывавшие в составе другой хроматиды, 
т.е. цепь, участвовавшая в инвазии, и цепь, образовавшая О-петлю, а цепи 
ДНК, не покидавшие своих хроматид, не перекрещиваются; 

2) перекрещиваются цепи ДНК, не покидавшие своих хроматид, а цепи, 
участвовавшие в инвазии и образовании Л-петли, не перекрещиваются. 

Нарис. 15.3 показана «левая» структура Холлидея, слева от которой идут 
интактные хроматиды, а справа — гетеродуплексы промежуточной структу- 
ры. Цепи ДНК от разных хроматид показаны разной интенсивностью серого; 
цепи, не покидавшие своих хроматид, показаны прямыми линиями, покидав- 
шие — извилистыми. Здесь знак равенства обозначает разные плоскостные 
представления одной и той же ситуации, т. е. связанные им картинки топо- 
логически эквивалентны; стрелки означают возможные переходы, включая 
вращение. Напомним, что мы рассматриваем плоскую картинку, тогда как 
процессы происходят 


в объеме. 
Являются ли изо- и 
меры структуры Хол- > —= 
лидея, показанные 
на рис. 15.3 альтер- яч 


нативными — состоя- 
ниями или же лишь | | 
крайними состояни- 


ъ <=ыды < 
ЯМИ при множестве 
промежуточных ва- порчи ) 
риантов? Из чисто 
< 
—_—_ 


тригонометрических 
соображений — мож- 
но было бы предпо- 
ложить, что верно Рис. 15.3. Изомеризация структуры Холлидея. 


последнее. Но изло- Изомер, показанный слева, является предпосылкой 
женные ниже эмпи- для ее разрешения по конверсионному пути, изомер, 
рические результаты показанный справа, — по кроссоверному пути 
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убеждают нас, что все происходит так, как если бы было верно первое. Более 
того, два альтернативных состояния, изображенных на рис. 15.3, оказываются 
далеко не равновероятными, и на то, какое из них реализуется, влияет при- 
сутствие ряда специальных белков. Таким образом, наше представление огра- 
ничено не только плоскими картинками, но и тем, что основные фигуранты 
процесса — белки — у нас традиционно остаются за кадром. 

Разрешение структур Холлидея состоит в разрезании перекрещиваю- 
щихся цепей и сшивании их таким образом, что перекрест между хромати- 
дами исчезает. Это может происходить по одному из двух вариантов — либо 
по конверсионному пути, либо по рекомбинационному пути. Выбор пути со- 
ответствует одному из изомеров, показанных на рис. 15.3, но определяется не 
случайным изгибанием нитей ДНК, а тем, с какими белками связана та или 
иная структура Холлидея. При разрешении по конверсионному пути структу- 
ра Холлидея разрешается исходя из такого изомера, где перекрещивающиеся 
цепи ДНК, покинувшие свои хроматиды. При разрешении по рекомбинацион- 
ному пути структура Холлидея разрешается исходя из изомера, где перекре- 
щиваются цепи ДНК, не покидавшие свои хроматиды. 

Если по конверсионному пути разрешаются обе структуры Холлидея про- 
межуточной структуры, то цепи ДНК, не покидавшие своих хроматид, не раз- 
резаются ни разу, а цепи, покидавшие свои хроматиды, разрезаются и сшива- 
ются дважды. В итоге каждая из цепей сначала обменивается на участок цепи 
от другой хроматиды, а потом обменивается обратно на свой же. При этом обе 
участвовавшие в обмене хроматиды в конечном счете получают обратно свои 
цепи ДНК, которые могут нести изменения только в области, побывавшей 
в составе О-петли. Такую ситуацию легко визуализовать на уже приведенной 
схеме промежуточных структур (рис. 15.2), если мысленно разрезать пере- 
крещивающиеся нити ДНК в местах перекреста и сшить их так, чтобы они не 
перекрещивались. 

Разрешение по рекомбинационному пути происходит исходя из такого 
изомера, где перекрещиваются те цепи ДНК, которые не покидали своих хро- 
матид. В результате именно они оказываются разрезанными в области пере- 
креста и сшитыми наоборот. Если вторая структура Холлидея разрешалась 
по конверсионному пути, то в ней разрезаются и сшиваются, наоборот, две 
цепи, покинувшие свои хроматиды. Как следствие, обе цепи каждой хрома- 
тиды оказываются сшитыми с цепями другой хроматиды, т. е. теперь уже обе 
двуцепочечные хроматиды оказываются сшитыми наоборот. Наконец-то име- 
ет место кроссинговер. 

На рис. 15.4 для промежуточной структуры дрожжей слева показан слу- 
чай, когда по рекомбинационному пути разрешается левая структура Хол- 
лидея, справа — когда разрешается правая структура Холлидея. Из эконо- 
мии места для сордарии показана конфигурация, приводящая к разрешению 
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Рис. 15.4. Изомеры промежуточной структуры дрожжей, которые приведут 

к разрешению левой (слева вверху) и правой (справа вверху) полухиазмы 

по кроссоверному пути, а также изомер промежуточной структуры сордарии, 
который приведет к разрешению правой полухиазмы по кроссоверному пути (внизу) 


по кроссоверному пути только правой полухиазмы. Чтобы подчеркнуть, что 
разрешение по кроссоверному пути происходит исходя из другого топологи- 
ческого изомера, образующегося путем вращения относительно структуры 
Холлидея, цепи ДНК, не покидавшие свою хроматиду, за пределами промежу- 
точной структуры пририсованы с внутренней стороны, но это чистая услов- 
ность, так как двуцепочечная ДНК в любом случае представляет собой двой- 
ную спираль. 

В результате разрезания перекрещивающихся цепей и сшивания образо- 
вавшихся концов по кроссоверному пути одной из полухиазм каждая из цепей 
ДНК каждой из хроматид оказывается пришитой к цепям противоположной 
хроматиды справа и слева от бывшей промежуточной структуры, т. е. имеет 
место кроссинговер. Следует обратить внимание на то, что кроссинговер за- 
трагивает обе цепи ДНК участвующих в нем хроматид, но с некоторым сдви- 
гом (на длину бывшей промежуточной структуры). 

Нетрудно понять, что если бы обе структуры Холлидея одной промежу- 
точной структуры разрешились по кроссоверному пути, то мы снова не имели 
бы кроссинговера (вернее, имели бы двойной кроссинговер с очень близкими 
точками разрыва). Но такого, судя по всему, просто не бывает — для разреше- 
ния структуры Холлидея по кроссоверному пути необходима сборка опреде- 
ленного белкового комплекса, а два таких комплекса, по всей видимости, не 
помещаются на одну промежуточную структуру. 
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15.3. Закономерности интерференции 


У дрожжей оба варианта разрешения структур Холлидея приблизитель- 
но равновероятны. У многоклеточных большая часть О-петель разрешается 
по конверсионному пути, и лишь немногие — по рекомбинационному. 

У дрожжей разрешение по рекомбинационному пути требует присут- 
ствия белка М$НА, к которому затем присоединяются белки МЕН1 и МГЕНЗ. 
У млекопитающих происходят множественные посадки М$НА на хромосомы 
в момент их спаривания, затем их количество уменьшается, и наконец в тех 
сайтах, где также появляются белки МГН1 и МГНЗ, происходит кроссинговер. 
Отсутствие любого из трех последних белков убирает у млекопитающих более 
90 % кроссоверных событий. Остающиеся 10 % кроссинговера идут по какому- 
то другому механизму, по-видимому, с вовлечением других белков. 

Все упомянутые белки принадлежат к семейству белков тё5тай терай', 
т. е. белков, участвующих в репарации гетеродуплексов. И все они непосред- 
ственно взаимодействуют друг с другом во время кроссинговера. 

На стадии пахитены 
в местах, в которых про- 
изошел кроссинговер, 
под электронным микро- 
скопом видны довольно 
крупные, около 90 нм, бел- 
ковые гранулы — поздние 
рекомбинационные узелки, 
представляющие собой 
комплексы вышеупомяну- 
тых и, возможно, каких-то 
еще белков. Как мы уже го- 
ворили, флюоресцентные 
антитела к МГН1 также 
хорошо маркируют точки 
будущего кроссинговера 


Ее!$ саш$ на той же стадии пахите- 
ны, как это визуализовано 

Рис. 15.5. Места посадки флюоресцентных антител на рис. 15.5`. 
к белку МГН1 (мелкие светлые точки) на хромосомы На стадии пахитены 
кошки на стадии пахитены. Стрелками указаны хромосомы компактизо- 
центромеры (крупные светлые точки) ваны еще не очень сильно 


“Рисунок любезно предоставлен П.М. Бородиным. 
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и, главное, равномерно, поэто- то 
му расстояние между соседними 
сайтами посадки МГН1 более или 
менее адекватно физическому 
расстоянию (вдоль молекулы 20 
ДНК). Это расстояние варьирует, 
и чтобы понять, как именно, сле- о ол 02 02 04 05 06 О7 ов 09 1 
дует построить и проанализиро- 6 
вать его статистическое распреде- 
ление (рис. 15.6°). 

Мы помним, что первая 40 


наша гипотеза состояла в том, что  ® 

о 20 
кроссинговер представляет собой —\, 
простой пуассоновский процесс. о 


3 04 05 05 07 08 09 1 
Затем мы убедились в том, что это " А Ще 98 66 РЕ Ве. 22 58: 9 


не так, обнаружив интерферен- 
цию. Однако у нее также должны Рис. 15.6. Распределение относительных 
быть свои закономерности. расстояний между соседними точками 

Распределение Пуассона ко- локализации белка МЕН! на хромосомах 
личества случайных событий обыкновенной бурозубки (а) и домашней 
на отрезке шкалы длиной Т: кошки (6) на стадии пахитены 

и аппроксимирующее его распределение 
Р(и) =х'е ^/п!, Эрланга 


(где х = АТ) — не есть единственное распределение, которое характеризует 
простой пуассоновский процесс. Можно рассмотреть также распределение 
длины у интервалов шкалы между соседними случайными событиями (напри- 
мер, время между поступлением двух последовательных телефонных ЗВОНКОВ 
в справочную аэропорта). Оно будет описываться так называемым иоказа- 
тельным распределением: 


Ру) =Ле ^. 


Заметим, что если распределение Пуассона задано на множестве неотри- 
цательных целых чисел, то показательное — на множестве неотрицательных 
вещественных чисел. Вопреки интуитивным ожиданиям это распределение 
имеет максимум в нуле и ]-образную форму (т. е. оно монотонно убывает 
по мере увеличения у) (рис. 15.7”); его матожидание, естественно, не совпада- 


"Бородин П. М., Башева Е. А., Белоногова Н.М., Торгашева А.А. Рекомбинация 
и эволюция // Информационный вестник ВОГИиС. 2008. Т. 12. С. 197-215. 
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1.5 ет с модой (в нуле) и 
14 | 
} есть ^. 
хе Как нам и следо- 
ых вало ожидать на ос- 
1 новании существова- 
0.9 ния интерференции, 
0.8 реальное распределе- 
0.7 ние расстояний меж- 
0.6 ду точками посадки 
о МЕН! не соответ- 
0.4 
03 ствует показательно- 
02 му распределению. 
0.1 Прежде всего, оно 
0 —— имеет максимум, 
о 1 2 3 4 5 отличный от нуля. 
Рис. 15.7. Показательное распределение Однако это распре- 
с параметром ^ = 0,5, 1,0 и 1,5 деление — оказалось 


в соответствии с гам- 
ма-распределением, вернее, с распределением Эрланга. Гамма-распределение 
имеет дополнительный параметр К. Если этот параметр задан на множестве 
натуральных чисел, то оно называется распределением Эрланга. Это распре- 
деление также порождается простым пуассоновским процессом. Оно есть рас- 
пределение интервалов шкалы не между соседними, а между К-ми соседними 
событиями: от каждого события до второго следующего при К = 2, до третьего 
при К = Зит. д. Показательное распределение — это распределение Эрланга 
ск = 1". К сожалению, распределение Эрланга не выразить простыми фор- 
мулами. Оно унимодально и при больших К приближается к нормальному 
(рис. 15.8”). 

Получается, что в основе кроссинговера все же лежит простой пуассонов- 
ский процесс, но он свойственен не кроссинговеру, а предшествующему ему 
событию, тогда как кроссинговер происходит на каждом К-м таком событии. 
Как вы уже догадались, предшествующим событием здесь является двуцепо- 
чечный разрыв, который развивается в промежуточную структуру. Расстоя- 
ние между ними как раз должно соответствовать распределению Пуассона, 
однако визуализовать их цитологически не удается, поскольку разрывы про- 
исходят на стадии лепотены, когда хромосомы еще слишком длинные и пере- 
путаны между собой. 


Другой частный случай гамма-распределения, где параметр К не обязан быть це- 
лым, — распределение хи-квадрат. 
”еп.мШареФа.оге 
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Как мы уже зна- 0.5 
ем, промежуточные 
структуры разрешают- 
ся по конверсионно- 
му либо кроссоверно- 
му пути. Получается, 0.3 
что существует некий 
механизм, — заставля- 
ющий разрешаться 
по кроссоверному пути 
каждую К-ю проме- о 
жуточную структуру. 
Природа этого меха- 
низма пока неизвест- 
на. Не исключено, что 


юмор 
>>>>> 


= 
= 
= 
= 
= 


ыы 4 
позо> 


0.4 


0.2 


какие-то белки свя- Рис. 15.8. Распределение Эрланга 

зываются с промежу- при различных значениях параметров Ки 
точными структурами 

и при этом собираются в агрегаты — К-1(или около того)-меры, оставляя К-ю 
структуру свободной для сборки комплекса белков, необходимых для разре- 
шения структуры Холлидея по кроссоверному пути. 

Указанная закономерность хорошо работает на участках бивалентов с не- 
нарушенным синатонемным комплексом. Вокруг точек нарушения последнего 
вследствие хромосомных перестроек интерференция резко падает, ау дрожжей, 
не имеющих синаптонемного комплекса в мейозе, отсутствует и интерференция. 
По-видимому, синаптонемный комплекс каким-то образом участвует в передаче 
«сигнала» о произошедшем кроссоверном обмене. Неудивительно, что интерфе- 
ренция не передается и через центромеру, поэтому двуплечие хромосомы, как 
правило, обязательно имеют минимум одну хиазму на каждом плече. 

Таким образом, так называемая счетная модель кроссинговера, суть ко- 
торой изложена выше, хорошо соответствует экспериментальным данным — 
с той разницей, что значение К не фиксировано жестко, а допускает вариацию 
в незначительных пределах. Итак, для кроссинговера и интерференции на дан- 
ном этапе наших знаний мы уже можем принять довольно изящную матема- 
тическую модель. 

Те же экспериментальные данные позволяют эмпирически оценить значе- 
ние параметра К для разных организмов, т. е. ответить на вопрос, какой по сче- 
ту разрыв разрешается по кроссоверному пути. У млекопитающих получается 
примерно такая картина: 

_ у мужчины К - 3; 

— уженщины К - 4; 
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— у кошки К - 3,5; 

_ у собаки 6,5; 

— умыши 9-12; 

_ уобыкновенной бурозубки 14-18. 

Соотношения между количеством мест посадки белка КАО51, которые 
можно пометить флюоресцентными антителами к нему и сосчитать на ста- 
дии лептотены (но не измерить расстояние между ними, так как хромосомы 
на этой стадии еще мало конденсированы, длинные и перепутаны между со- 
бой) и количеством мест посадки МГЕН1 в пахитене, очень хорошо согласуются 
со значениями параметра К, экспериментально оцененными на основе формы 
распределения расстояния между посадками одного лишь МЕН. 

У дрожжей примерно половина двунитевых разрывов в профазе мейоза 
сопровождается кроссинговером, но о значении параметра Ку них говорить 
нельзя, так как их кроссинговер не вписывается в счетную модель из-за суще- 
ствования и высокой частоты второго, неинтерферирующего пути кроссинго- 
вера, о котором речь пойдет в п. 15.5. 


15.4. Генная конверсия 


Тетрадный анализ, проведенный на гетерозиготных модельных объектах, 
относящихся каскомицетам — дрожжах, нейроспоре и сордарии, иногда выяв- 
лял мейотические тетрады с аномальными соотношениями аллелей, которые, 
казалось бы, не могли получиться в результате мейоза. Как мы знаем, в первом 
делении мейоза расходятся два гомолога, а во втором — две хроматиды. Ге- 
терозиготы получают разные аллели от своих двух родителей, они находятся 
каждая на своем гомологе и удваиваются в $-фазе мейоцита, когда в каждом 
гомологе образуются по две хроматиды. Вне зависимости от какого бы то ни 
было кроссинговера в одной тетраде мы должны наблюдать два продукта мей- 
оза с одним аллелем и два с другим аллелем. Однако иногда можно наблюдать 
и иные соотношения. Первые такие результаты были получены К. Линдегер- 
ном в 1949 г. У гетерозиготных дрожжей он иногда наблюдал тетрады с соот- 
ношением аллелей 3: 1и 1: 3. На этом основании он возродил гипотезу генной 
конверсии, высказанную в 1930 г. Г. Винклером для объяснения кроссинговера 
через таинственное взаимное превращение аллелей друг в друга. 

У нейроспоры и 5отаайа рийсоа в качестве преобладающего типа кон- 
версии можно наблюдать октады аскоспор (клетки, получающиеся при пер- 
вом митотическом делении аскоспор одной тетрады, — именно то, что со- 
держится в одной аске обеих упомянутых плесеней) с соотношением аллелей 
5:3Зи3:5. Если дождаться следующего деления тетрад дрожжей и также 
получить октады (т. е. наблюдать иостмейотическую сегрегацию), то исклю- 
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чительно редко такие соотношения можно получить и у них, но у дрожжей 
преобладающим типом аномальных октад являются все жеб:2и2: 6. Не- 
трудно догадаться, что такие соотношения могут получаться за счет того, что 
хроматида, попавшая в клетку тетрады, в области анализируемого гена была 
представлена гетеродуплексом, и в 5-фазе следующего митотического цикла 
каждая цепь дала начало двум хроматидам с разным аллелями. 

Иногда можно наблюдасть коконверсию двух близко сцепленных (не более 
1 сМ) локусов, и вероятность ее тем больше, чем ближе расположены локу- 
сы. Допустим, в потомстве дигетерозиготы в фазе отталкивания а + / +Б мы 
можем наблюдать тетрады а + /а + /а + / + 6. Это свидетельствует о том, что 
конверсия имеет протяженность, т. е. захватывает некоторый участок ДНК. 
Исключительно редко можно наблюдать даже рециирокную конверсию сосед- 
них локусов, когда по обоим из них наблюдаются аномальные соотношения 
аллелей в тетрадах или октадах, находящиеся в противофазе, например, в на- 
шем примере а + /аБ /аЪ / + Ъ/, причем вероятность реципрокной конверсии, 
наоборот, уменьшается по мере сближения локусов. 

У объектов, у которых тетрадный анализ невозможен, конверсию наблю- 
дать также практически невозможно, поскольку это крайне редкое событие 
состоит всего лишь в отклонении соотношения аллелей в продуктах одного 
индивидуального мейоза. Однако в свое время появились данные, что у дро- 
зофилы на очень близких рекомбинационных расстояниях наблюдается от- 
рицательная интерференция — резко повышенная доля двойных кроссоверов. 
На самом деле при этом наблюдался результат не двух кроссоверных событий, 
а одно событие той же генной конверсии — когда один из аллелей «превра- 
щался» в своего визави в другом гомологе, оставаясь сцепленным с теми же 
самыми аллелями локусов, расположенных неподалеку с обеих сторон. 

Наблюдавшаяся впервые в 70-х гг. прошлого века у дрожжей связь между 
конверсией и кроссинговером означала, что они являются разными проявле- 
ниями одного и того же процесса. Эти наблюдения существенно продвинули 
понимание молекулярного механизма кроссинговера, но выяснен он все же 
был достаточно недавно. 

Мы сейчас вполне можем дать объяснение генной конверсии, исходя 
из знания механизма кроссинговера, вернее, его начальных этапов и мы не зря 
называли один из путей разрешения структур Холлидея конверсионным. Ког- 
да обе структуры Холлидея одной промежуточной структуры разрешаются 
по этому пути, целостность исходных хроматид восстанавливается, но в том 
месте, где она находилась, остаются участки гетеродуплексов. Посмотрите 
еще раз на рис. 15.2, где изображены промежуточные структуры, характерные 
сверху — для дрожжей, снизу — для сордарии и отличающиеся по характеру 
миграции ветвей — почти отсутствующей у дрожжей и протяженной у сор- 
дарии (там сплошными линиями помечены цепи ДНК изначально одной не- 
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сестринской хроматиды, а пунктиром — ДНК, достроенная по матрице соот- 
ветствующего цвета). 

Вспомним еще, что за кадром у нас остались две хроматиды, не участву- 
ющие в обмене. В области, где происходило достраивание второй цепи ДНК 
в бреши, мы видим асимметричное расположение гетеродуплекса: три цепи 
ДНК одного цвета и одну — другого цвета. Прибавляя по две цепи каждого 
цвета от необменных хроматид, мы получаем расщепление 5 : 3. Если гетероду- 
плекс случайно захватил вариабельный сайт (участок, по которому различают- 
ся аллели) изучаемого нами локуса, то мы будем наблюдать октады (продукты 
одного митоза, следующего за одним мейозом) именно с таким соотношением 
аллелей, как это показано в случаях 4, е и Й на рис. 15.9. 

В области, затронутой миграцией ветвей, где достраивания не происхо- 
дило, мы наблюдаем симметричное расположение гетеродуплексов, которое 
не нарушает соотношения нитей ДНК разного цвета, в результате мы будем 
иметь соотношение цепей ДНК 4 : 4. Хотя соотношение нитей и не нарушено, 
можно распознать получающиеся октады как аберрантные, поскольку вслед- 
ствие постмейотической сегрегеции нарушено привычное нам расположение 
аскоспор с идентичным аллелем смежными двойками, как, например, в случае 
с на рис. 15.9. 

В тех случаях, когда одна из структур Холлидея разрешается по реком- 
бинационному пути, конверсия будет сопровождаться кроссинговером кра- 
евых маркеров. Поэтому любой кроссинговер всегда сопровождается кон- 
версией определенных участков ДНК, оказавшихся внутри промежуточной 
структуры. 

Возникает вопрос: откуда берутся конверсионные тетрады с соотноше- 
ниями 6: 2, как в случаях }, ©, {и ] на рис. 15.9? Напомним, что у дрожжей такие 
случаи гораздо вероятнее, чем тетрады 5 : 3. 

Рассмотренные нами механизмы не дают ответа на этот вопрос, посколь- 
ку такие тетрады появляются в результате еще одного дополнительного про- 
цесса, мейотической репарации гетеродуплексов (теюоНс пийзтейсй терай). Ре- 
парация гетеродуплексов инициируется однонитевым разрывом и исправляет 
надрезанную цепь по целой, представляющей собой способ борьбы с мутация- 
ми при сшивании фрагментов Оказаки при репликации ДНК. В нашей системе 
эта репарация может происходить в двух местах, где возникают однонитевые 
разрывы — в области инвазии одновременно с ней и возле структур Холлидея 
в момент их разрешения. 

Возле точки инвазии репарация гетеродуплексов неизменно имеет место 
у одних объектов и с небольшой вероятностью происходит у других. Если она 
происходит с небольшой вероятностью, как у сордарии, то преимуществен- 
но возникают конверсионные октады 5 : 3. Если она имеет место всегда, как 
у дрожжей, то репарация цепи, имевшей надрез, по матрице неразрезанной 
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цепи ДНК приводит к унифи- 
кации в этом месте всех четы- 
рех цепей ДНК двух хроматид, 
участвующих в промежуточной 
структуре. С учетом цепей ДНК 
двух хроматид, в ней не участву- 
ющих, мы получим соотноше- 
ние цепей ДНК 6: 2. Это можно 
вывести из схемы, приведенной 
на рис. 15.10`, обратив внимание, 
что в области такой промежуточ- 
ной структуры репарация гете- 
родуплексов по матрице нераз- 
резанных цепей ДНК сделает все 
четыре цепи ДНК «темными». 

Репарация гетеродуплексов 
при разрешении структур Хол- 
лидея и возле них у сумчатых 
грибов идет всегда. При этом она 
инициируется однонитевыми 
разрывами ДНК, в данном случае 
возникающими при разрезании 
перекрещивающихся цепей, а ма- 
трицей служат неперекрещиваю- 
щиеся цепи. Понять результаты 
репарации нам поможет повто- 
рение на рис. 15.11 приведенной 
выше схемы вариантов разреше- 
ния структур Холлидея, где для 
одной полухиазмы показан кон- 
версионный путь, а для другой — 
кроссоверный. 

В силу асимметрии проме- 
жуточной структуры у дрожжей 
репарация гетеродуплексов при 
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Рис. 15.9. Случаи генной конверсии типа 
5:3 (4, е, Й), типа 6:2 (1) итипа 
«аберрантные тетрады» (с) среди разных 
вариантов расщепления аскоспор в асках 
аскомицетов 
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Рис. 15.10. Промежуточная структура 
у дрожжей 


разрешении «правой» и «левой» полухиазмы по тому или иному пути должна 
приводить к разным результатам. Мысленно разрезаем перекрещивающиеся 
цепи, находим примыкающие к перекрестам гетеродуплексы и репарируем 
их по неразрезанной цепи. Слева имеем только один гетеродуплекс у верхней 


* За ЕМ,, Ео$$ Н. М. Ви зее КИаги (1978) // Сепенсе. 2008. Ус. 178. Р. 1141-1145. 
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Рис. 15.11. Изомеры промежуточной структуры дрожжей, которые приводят 

к разрешению левой (слева вверху) и правой (справа вверху) полухиазмы 

по кроссоверному пути, а также изомер промежуточной структуры сордарии, 
который приводят к разрешению правой полухиазмы по кроссоверному пути (внизу) 


хроматиды, который репарируется по «светлой» цепи при разрешении по кон- 
версионному пути, в результате чего получаем октаду 4 : 4 без конверсии, 
и по «темной» цепи при разрешении по рекомбинационному пути, с конвер- 
сией 6 : 2. Справа гетеродуплекс распложен снизу, а результат противополо- 
жен: он будет репарирован по «светлой» цепи — при разрешении по реком- 
бинационному пути с результатом 4 : 4, и по «темной» цепи при разрешении 
по конверсионному пути с результатом 6 : 2. Кроссинговер происходит, когда 
правая и левая структуры Холлидея разрешаются по-разному. Поэтому, исхо- 
дя из репарации гетеродуплкесов в момент разрешения структур Холлидея, 
конверсией вблизи этой структуры должна сопровождаться половина случаев 
кроссинговера, а именно когда по рекомбинацинному пути разрешилась левая 
структура. Однако короткая промежуточная структура дрожжей к моменту 
разрешения структур Холлидея может уже целиком претерпеть репарацию 
гетеродуплексов в точке инвазии с конверсией типа 6 : 2. в таком случае все 
кроссоверы будут сопровождаться конверсией. 

У сордарии (снизу) вследствие протяженной миграции ветвей края про- 
межуточной структуры представляют собой симметричные протяженные 
участки гетеродуплексов. Репарация при разрешении структур Холлидея дает 
тетрады 4 : 4 без конверсии, однако большая часть гетеродуплексов остается 
не затронутой такой репарацией и дает аберрантные 4 : 4 октады, т. е. октады 
с постмейотической сегрегацией. 

В завершение, учитывая все упомянутые выше возможности, мы мо- 
жем расписать полную группу возможных событий в следующей схеме 
(табл. 15.1). 
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Заметим, что в тетрадном анализе кроссинговер мы можем зафиксиро- 
вать на вполне заметных расстояниях между локусами а и В, до тех пор пока 
вероятность более одного кроссоверного события не становится слишком вы- 
сокой (в пределах 10 см), тогда как конверсию мы будем наблюдать в опыте 
только в случае, если промежуточная структура случайно захватит локус 7. 
В итоге велика вероятность наблюдать кроссинговер, а не сопровождающую 
его конверсию, притом что в любой промежуточной структуре всегда есть 
участки гетеродуплексов. 

Таблица 15.1 


Конверсии нет Конверсия 
Норм. 4:4 аберр. 4:4 5:3 6:2 
Кроссинговера нет 
А т/т В А т/т В А т/т В А т/т В 
А т/т В А т/+ В А т/т В А т/т В 
а+/+6 а+/тЬ ат/+Ь а т/т Ь 
а+/+6 а+/+ь а+/+ь а+/+ 6 
Кроссинговер есть 
А т/т В А т/т В А т/т В А т/т В 
А т/тЬ Ат/+Ь А т/тЬ А т/тЬ 
а-/+ В а+/т В а т/+ В а т/т В 
а+/+ 6 а+/+Ь а+/+ь а+/+ 6 


Варианты событий в результате разрешения промежуточных структур 
в районе локуса т. Колонки по четыре строчки обозначают четыре хроматиды, 
из которых верхняя и нижняя не взаимодействовали, а две средние формиро- 
вали промежуточные структуры. Здесь А, а и В, Ь обозначают аллели краевых 
генетических маркеров, + и т обозначают доминантный либо мутантный ал- 
лель, за которым мы следим в анализе; средние два символа в каждой короткой 
строчке, разделенные косой чертой, обозначают аллели локуса т в двойных 
цепях ДНК, т. е. гомо- либо гетеродуплексы. 


15.5. Загадочный второй путь кроссинговера 


У аскомицетов (сордария, дрожжи) полного совпадения распределения 
кроссоверов со счетной моделью кроссинговера не наблюдается. Довольно 
сложные данные о конверсии и рекомбинации свидетельствуют о том, что 
у последних есть два пути кроссинговера. 

1. «Ранний» путь — п1564-независимый кроссинговер без интерференции 
(вернее, со слабой отрицательной интерференцией), который полностью опреде- 
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ляется событиями в момент инвазии однонитевого конца и, возможно, не связан 
с образованием О-петли и знакомой нам промежуточной структуры. Возможно, 
этот путь в чем-то схож с моделью Холлидея для кроссинговера, основанной на 
однонитевых разрывах. Какие именно при этом образуются структуры и каким 
образом они разрешаются, пока неизвестно. У дрожжей, у которых репарация 
гетеродуплексов в районе инвазии почти облигатна, этот путь кроссинговера 
в норме сопровождается конверсией вблизи точки инвазии по типу 6: 2. У сор- 
дарии, у которой репарация гетеродуплексов в районе инвазии происходит да- 
леко не всегда, он сопровождается конверсией по типу 5 : 3, режеб: 2. 

2. Описанный выше «поздний» путь — п1$Ъ4-зависимый кроссинговер 
с положительной интерференцией в соответствии со счетной моделью, кото- 
рый происходит во время разрешения структур Холлидея. У дрожжей такой 
кроссинговер в половине случаев должен сопровождаться конверсией типа 
6:2 вблизи структуры Холлидея, разрешившейся по рекомбинационному 
пути. Однако в реальности такой конверсией сопровождается любой случай 
этого типа кроссинговера, поскольку неподалеку находится точка инициации, 
а инвазия, которая по времени предшествует разрешению структур Холлидея, 
всегда сопровождается репарацией близлежащих гетеродуплексов и, следова- 
тельно, конверсией. У сордарии этот путь кроссинговера связан с отсутстви- 
ем конверсии вблизи структур Холлидея, которые, во-первых, контактируют 
с симметричными гетеродуплексами, а во-вторых, находятся на значительном 
расстоянии от точки инвазии. 

С описанными различиями двух путей кроссинговера были связаны по- 
лученные на сордарии результаты Китани, опубликованные в 1978 г., который 
сделал следующий вывод: есть два типа кроссинговера, происходящие на раз- 
ных стадиях профазы мейоза: 

— кроссинговер без интерференции, который сопровождается конверсией; 

— кроссинговер с интерференцией, который не сопровождается конверсией. 

Сам Китани сделал оказавшееся неверным предположение, что кроссин- 
говер с интерференцией и без конверсии идет только в промежутках между 
генами, поэтому конверсия никогда не может быть зафиксирована. 

Действительно, события раннего неинтерферирующего кроссинговера 
всегда связаны с конверсией вблизи точки инициации обмена, где этот кроссин- 
говер и происходит. В то же время репарация гетеродуплексов вблизи структур 
Холидея, происходящая в момент их разрешения за счет позднего интерфери- 
рующего кроссинговера, исключает конверсию в этом районе у сордарии, тогда 
как конверсия вблизи точки инициации при ее длинных промежуточных струк- 
турах происходит достаточно далеко и не ассоциируется с данным событием 
кроссинговера. Заметим, что изучать связь конверсии и кроссинговера можно, 
лишь имея много подходящих генетических маркеров, допускающий тетрадный 
анализ, и сосчитав астрономические количества тетрад. 
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Однако совершенно надежные и многозначительные результаты, полу- 
ченные Китани в 1974 г., во-первых, в течение четырех лет оставались неопу- 
бликованными, поскольку противоречили результатам, полученным на дрож- 
жах, откуда следовало, что любой кроссинговер сопровождается конверсией 
поблизости от точки своего прохождения (мы уже знаем, почему), и ее можно 
зарегистрировать, если там есть подходящий ген. Данная ситуация была позд- 
нее образно охарактеризована как «дрожжевой шовинизм». Будучи опублико- 
ванными, результаты Китани на тридцать лет оказались на обочине генетики, 
не получив ни подтверждения, ни своего объяснения, ни развития. И только 
в 2008 году группа под руководством Фрэнклина Сталя, того самого, кото- 
рый экспериментально установил полуконсервативный характер репликации 
ДНК, вернулась к работам Китани и исследовала тот же вопрос на дрожжах, 
подтвердив наличие второго типа кроссинговера, которому не свойственна 
интерференция. 

У дрожжей наблюдается конверсия 6 : 2 в районе инвазии. Группа Сталя 
ввела в исследуемый район короткие палиндромы, которые подавляли репара- 
цию гетеродуплексов в районе инвазии, но не при разрешении структур Хол- 
лидея. Это позволило исследователям, работающим с дрожжами, наблюдать 
неинтерферирующие кроссоверные события, сопровождавшиеся конверсией 
5:3 — точно такие же, как Китани наблюдал у сордарии в качестве преиму- 
щественного класса. Интерферирующие же кроссоверные события в половине 
случаев сопровождались конверсией типа 6 : 2 за счет репарации гетероду- 
плексов при разрешении структур Холлидея. В норме, когда репарация гете- 
родуплексов в районе инвазии не подавлена и инвазия всегда сопровождается 
конверсией по типу 6 : 2, неинтерферирующие события кроссинговера не за- 
метны на фоне событий «обычного», п 4-зависимого кроссинговера, всегда 
сопровождющегося такой же конверсией. 

Нам остается лишь поразиться, как чисто генетические методы, связан- 
ные с анализом расщепления генов у огромного количества тетрад плесени, 
указали на обстоятельства, связанные с интимными молекулярными механиз- 
мами, а также тому, как много прошло времени, прежде чем они привлекли 
внимание молекулярных биологов. 

У дрожжей второй путь кроссинговера ответственен за 30-50 % всех крос- 
соверов. У нематоды СоепотнарйЙез @езаиз обнаружен только п15$64-зависимый 
механизм кроссинговера. У мышей на долю канонического кроссинговера при- 
ходится около 90 % всех кроссоверных событий, остальные 10 % происходят 
по какому-то другому пути, но похож ли этот второй путь на дрожжевой, пока 
неизвестно. 
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ГААВА 16 


ХРОМОСОМНЫЕ ПЕРЕСТРОЙКИ: 
ВОЗНИКНОВЕНИЕ И ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ПОСЛЕДСТВИЯ 


16.1. Вводные замечания 


На протяжении четырех предыдущих лекций мы рассматривали то, что 
можно назвать «законной рекомбинацией», теперь же перейдем к рекомби- 
нации «незаконной». Незаконность ее состоит в том, что она происходит го- 
раздо реже и приводит к определенным проблемам, т. е. до некоторой степе- 
ни понижает приспособленность носителей, хотя, в конечном счете, может 
и повысить ее. 

Гаплоидный геном каждого организма представляет собой двойную спи- 
раль ДНК, разделенную на несколько линейных отрезков — негомологичных 
хромосом. Хромосомные перестройки сводятся к изменениям, при которых 
гаплоидный геном оказывается подразделен на хромосомы каким-то иным 
образом. Это может происходить за счет того или иного количества актов раз- 
рывов и сшиваний двуцепочечной ДНК. Естественно, чем меньше таких ак- 
тов предполагает хромосомная перестройка, тем она вероятнее, поэтому мы 
ограничимся рассмотрением самых простых и, соответственно, самых частых 
случаев. Из главы «Классификация мутаций» основные типы хромосомных 
перестроек нам уже известны — это инверсии, транслокации, делеции, дупли- 
кации и транспозиции. 


16.2. Судьба одиночного двунитевого разрыва ДНК 


Среди теоретически мыслимых хромосомных перестроек наиболее про- 
стой выглядит одиночный разрыв двуцепочечной ДНК. Однако вероятность 
сохранения такого разрыва невелика, поскольку в норме он так или иначе репа- 
рируется: либо легируется обратно по месту самого разрыва (негомологичное 
легирование концов), либо восстанавливает целостность по матрице неразо- 
рванной гомологичной ДНК, т.е. сестринской или гомологичной хромосомы 
(гомологическая репарация), в результате чего мы не получим никакой хро- 
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мосомной перестройки — неправильное разрешение промежуточной струк- 
туры репарации приведет разве что к сестринскому хроматидному обмену или 
к митотическому кроссинговеру. Нерепарированный разрыв в принципе мо- 
жет сохраняться в клетке только в течение фаз С1 или С2. После фазы С1 та- 
кой разрыв автоматически легируется сам на себя при репликации в $-фазе, 
аесли он возникнет в фазе С2, то такая клетка, скорее всего, не вступит и в ми- 
тоз, так как не пройдет один из так называемых чек-пойнтов, а именно тот, ко- 
торый связан с проверкой на отсутствие двунитевых разрывов, и в конечном 
счете подвергнется апоптозу. Впрочем, был проведен эксперимент, когда в ге- 
ном дрозофилы внедрили сайт разрезания определенным ферментом, и ДНК 
соответствующей хромосомы действительно была перманентно разрезана, но 
хромосома каким-то образом сохранила целостность за счет белков хромати- 
на и в таком виде проходила митозы. Но это, скорее всего, экзотика, связанная 
со странными особенностями строения хроматина двукрылых. 

Ранее выделялся такой класс делеций, как концевые делеции, или нехват- 
ки (4ебсепсу), когда на цитологическом уровне наблюдали как бы потерю 
участка хромосомного плеча до самого его конца за счет одиночного разрыва. 
Однако впоследствии тонкими цитологическими методами было обнаружено, 
что такие хромосомы имеют нормальные концы, с прителомерными района- 
ми и теломерами, происходящими либо от той же самой хромосомы (таким 
образом, это оказались не нехватки, а «обычные», точнее, интерстициальные 
делеции, при которых исчезает внутренний фрагмент плеча между центроме- 
рой и теломерой, что требует двух разрывов), либо от других хромосом (это 
оказались не нехватки, а транслокации). Оба случая требуют двух разрывов 
ДНК. По-видимому, истинных нехваток в природе фактически не встречается. 

Итак, в норме одиночные разрывы хромосом не дают нам хромосомных пе- 
рестроек, поскольку подвергаются репарации. Исключение могут представлять 
ткани, где репарационная активность и контроль за корректным прохождени- 
ем клеточного цикла ослаблены. Если двунитевой разрыв произошел на стадии 
С1 и не был на этой стадии репарирован, в момент репликации ДНК в $-фазе 
он автоматически залечивается так, что два оборванных конца сшиваются друг 
с другом конец-в-конец. Это явление было впервые обнаружено в эндосперме 
кукурузы Барбарой Мак-Клинток — будущим первооткрывателем мобильных 
генетических элементов, оно и послужило основой для их последующего откры- 
тия. Она изучала последствия воздействия рентгеновского излучения, которое, 
как уже было известно, рвет ДНК. Репарация двунитевых разрывов хромосом 
происходила только по принципу сама-на-себя конец-к-концу и только в $-фа- 
зе, во время репликации ДНК. Получались дицентрические хромосомы, кото- 
рые в анафазе следующего за 5-фазой митоза образовывали мосты, когда две 
центромеры тянули хромосому в разные стороны. При этом дицентрическая 
хромосома рано или поздно рвалась произвольным образом, и обрывки расхо- 
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дились к полюсам. Однако они снова имели двуцепочечные обрывы, которые 
снова зашивались в 5-фазе конец-к-концу и снова образовывали мосты. Эту по- 
вторяющуюся ситуацию Б. Мак-Клинток назвала «цикл разрыв-слияние-мост» 
(БгеаКаре-Ев$1юп-Б4е суае). Нетрудно понять, кчему это приводило. Поскольку 
зашитые концами хроматиды были полностью идентичны до точки сшивки, так 
как только что возникли путем репликации ДНК, а разрывы моста происходили 
произвольно, а не строго посередине, то каждый такой разрыв давал центри- 
ческий (имеющий центромеру) фрагмент с делецией и центрический фрагмент 
с дупликацией, где две копии дуплицированного участка располагались рядом 
в инвертированном направлении. Протяженность делеций и дупликаций опре- 
делялась величиной сдвига точки разрыва от находящейся строго посередине 
между центромерами точки сшивки предшествовавшего разрыва, залечивше- 
гося в 5-фазе. При каждом цикле такие делеции и дупликации возникают снова 
и множатся, что не проходит незамеченным для клеток-потомков. 

Первоначально это явление наблюдалось только в клетках эндосперма 
кукурузы. В дальнейшем выяснилось, что оно весьма характерно для раковых 
клеток, поскольку они последовательно теряют многие общеклеточные функ- 
ции контроля репликации, в том числе и репарационную активность. Счита- 
ется, что именно этот цикл во многом ответствен за генерацию кариотипи- 
ческого разнообразия раковых клеток. Кстати, раковые клетки, как правило, 
имеют множественные перестройки в немногих местах генома, что и должно 
получаться в результате цикла разрыв-слияние-мост. 

Еще одна ситуация, когда репарация ослаблена и с которой мы уже стал- 
кивались, — дробление эмбриона насекомых. Здесь цикл разрыв-слияние-мост 
приобрел неожиданное практическое значение. Если облучить ионизирующей 
радиацией самцов, то разрывы хромосом в ядрах сперматозоидов не репа- 
рируются. В таком виде оборванные хромосомы попадают в зиготу, которая 
приступает к немедленному дроблению. Нормальная репарация по гомологу 
здесь также не происходит, поэтому при репликации оборванные концы двух 
хроматид сшиваются друг с другом. Это приводит к накоплению хромосом- 
ных аномалий в каждом клеточном делении, так что гибриды Е, либо поги- 
бают, либо оказываются опять-таки стерильными, причем у мух эти гибриды 
оказываются представлены, как правило, самцами (поскольку Х-хромосома 
от отца оказывается дефектной). Таким образом, полученные от одиночных 
самцов незарепарированные двуцепочечные разрывы хромосом оказываются 
или доминантными леталями, или детрименталями. Это нашло свое примене- 
ние на практике, в качестве сопутствующей меры при борьбе с вредителями. 
Выпуск в поле облученных самцов способствует внедрению в популяцию мно- 
жественных генетических дефектов. Любопытно, что чешуекрылые требуют 
больших доз, чем двукрылые, поскольку их голоцентрические хромосомы лег- 
че расходятся и не задерживаются в анафазе, даже будучи дефектными. 
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16.3. Хромосомные перестройки, 
основанные на двух разрывах ДНК 


16.3.1. Вводные замечания 


Для возникновения хромосомных перестроек, действительно встреча- 
ющихся в природе, требуется более одного двунитевого разрыва ДНК. Такие 
ситуации более вероятны при воздействии факторов, способствующих раз- 
рывам ДНК, например радиации. И действительно, гамма-излучение является 
наиболее обычным способом получения хромосомных перестроек. 

Традиционно при рассмотрении данной темы механизм неправильного 
сшивания не обсуждается. Нельзя забывать, что разрыв происходит в хромо- 
соме, где ДНК упакована во множество уровней множеством белков. Так или 
иначе, понятно, что речь идет об ошибках при репарации двунитевых разры- 
вов. А таких механизмов известно как минимум два. 

Один из них — это легирование по принципу конец-к-концу, называемое 
негомологической репарацией двунитевых разрывов или негомологическим сши- 
ванием кониов (поп-Бопло]о2ои$ еп4-}ош ше, МНЕ)). Если двунитевые разрывы 
не имеют на концах комплементарных одноцепочечных участков, сшивание мо- 
жет быть несовершенным и приводить к делеции части нуклеотидов. Так про- 
исходит при сшивании кониов по микрогомологии (плсгоВото]ову-те@ае@ еп4 
лдошше, ММЕ)). Он предполагает идентификацию коротких, длиной в 20-25 ну- 
клеодтидов, учасков гомологии на некотором расстоянии от обоих разрывов, 
образование дуплекса гомологичными цепями ДНК из обоих концов и делецию 
нуклеотидов между участками микрогомологии. Один из белков, обеспечиваю- 
щих негомологическое сшивание концов, связан с теломеразной активностью 
и участвует в поддержании теломер. Есть данные, что сшивание концов часто 
происходит по участкам, хотя бы отдаленно гомологичным блокам теломерного 
повтора, причем этот повтор наращивается теломеразой и легирование проис- 
ходит также по этому повтору, с потерей нуклеотидов, располагавшихся между 
разрывами и участками гомологии. По-видимому, именно поэтому внутри хро- 
мосом часто встречаются блоки теломерного повтора. 

Возникновение хромосомных перестроек за счет «неправильного» ле- 
гирования двух двуцепочечных разрывов конец-к-концу требует, чтобы эти 
два разрыва возникли одновременно и встретились в ядре, что случается при 
сильных воздействиях факторов, вызывающих разрывы ДНК. 

Второй механизм связан с репарацией по неразорванной двуцепочечной 
ДНК, идентичной или имеющей гомологию с разорванной, и называется гомоло- 
гической репарацией двунитевых разрывов (Бопзо]осу Ашесе4 герай, НОВ). Только 
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что пройденная тема мейотического кроссинговера показала нам, что даже этот 
рутинный процесс основан на множественных двунитевых разрывах ДНК с по- 
следующей их репарацией. При репарации двунитевого разрыва ДНК по гомоло- 
гичной неразорванной цепи используется сходный механизм, предполагающий 
образование знакомой нам промежуточной структуры, или двойной структуры 
Холлидея, включающей в себя участки гетеродуплексов ДНК. 

Этот механизм подсказывает нам, что хромосомные перестройки могут 
происходить за счет одного двуцепочечного разрыва ДНК, который индуциру- 
ет другой двуцепочечный разрыв — а именно за счет репарации первого раз- 
рыва по участку негомологичной хромосомы, тем не менее имеющему опре- 
деленную гомологию с районом разрыва. Таким образом, мы будем иметь два 
искомых сопряженных двуцепочечного разрыва, которые могут разрешиться 
«правильно» — по конверсионному пути, и «неправильно» — по рекомбина- 
ционному пути. Это может происходить и при репарации двунитевого раз- 
рыва в митотическом цикле — например, после того же радиационного воз- 
действия или в ходе рутинного мейотического кроссинговера. С этой точки 
зрения становится понятным существование в некоторых случаях «горячих 
точек» для хромосомных перестроек — районов хромосом, в которых они 
происходят особенно часто. По всей видимости, в таких точках расположены 
участки, гомологичные таковым на негомологичных хромосомах, скорее всего, 
блоки одинаковых повторов. 

Разные механизмы репарации двунитевых разрывов имеют место на раз- 
ных стадиях клеточного цикла — негомологическое сшивание концов проис- 
ходит в фазе С1 (или С0) и ранней $-фазе, сшивание по микрогомологии — 
в $-фазе, гомологическая репарация — преимущественно в поздней $-фазе 
ив фазе @2, поскольку в этих фазах появляется удобная гомологическая ма- 
трица в виде сестринской хроматиды. Кроме того, соотношение негомологи- 
ческого сшивания концов и гомологической репарации двунитевых разрывов 
различается у разных организмов — например, у млекопитающих преобладает 
первое, у дрожжей — второе. 

Но в жизненном цикле всех эукариот есть стадия, когда гомологическая 
репарация двунитевых разрывов облигатна — это мейоз. Поэтому точно та- 
ким же образом, как при гомологической репарации двунитевых разрывов 
в митотическом цикле хромосомные перестройки могут возникать и в мей- 
озе — а именно в случае «незаконного» спаривания и рекомбинации негомо- 
логичных хромосом и их участков, имеющих сходство первичной структуры. 
Такими участками могут быть копии мобильных элементов, о которых мы бу- 
дем говорить позже. Рассматриваемые ниже хромосомные перестройки впол- 
не могут происходить за счет мейотической рекомбинации между копиями 
мобильных элементов, рассеянных по геному. Следует заметить, что рекомби- 
национную теорию возникновения хромосомных перестроек впервые предло- 
жил в 1929 г. выдающийся отечественный генетик А. С. Серебровский. 
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Механизм, основанный на репарации двуцепочечного разрыва по целой 
ДНК со сходной первичной структурой, не требует одновременного возник- 
новения двух двуцепочечных разрывов. Однако репарация двуцепочечного 
разрыва по матрице неразорванной ДНК, имеющей определенную гомологию 
с разорванной, но расположенной в негомологичной позиции генома, требует, 
чтобы последний был найден в ядре инвазивным концом. В то же время и «не- 
правильное» легирование концов двух двуцепочечных разрывов требует, что- 
бы эти концы оказались рядом. Таким образом, оба механизма возникновения 
хромосомных перестроек требуют встречи негомологичных участков ДНК, 
часто из разных хромосом. В свете тех данных, что в клеточном ядре как ми- 
нимум млекопитающих и двукрылых существуют хромосомные территории, 
занимаемые определенными хромосомами и их участками, в частности, в за- 
висимости от типа хроматина, делает это событие не очень вероятным. Более 
того, заметим, что активно экспрессирующийся хроматин, богатый уникаль- 
ными последовательностями, как правило, находится на периферии хромосо- 
мных территорий или в «экстратерриториальном пространстве» ядра, тогда 
как неэкспрессирующийся хроматин, в частности, гетерохроматин, богатый 
гомологичными участками в негомологичных позициях, располагается «в глу- 
бине» хромосомных территорий. В то же время и хромосомные перестройки 
возникают не так уж часто — притом, что раз возникнув, они могут продол- 
жать достаточно часто встречаться внутри одного вида. 

Из лекции «классификация мутаций» нам известны следующие типы 
хромосомных перестроек: инверсии, транслокации, транспозиции, делеции 
и дупликации. Если приглядеться, то можно увидеть, что все из них, кроме 
транспозиций, требуют для своего образования не более (но и не менее) двух 
разрывов и их перекрестного сшивания. 

Ниже мы рассмотрим образование хромосомных перестроек за счет ре- 
парации двунитевых разрывов по гомологичному участку генома, находяще- 
муся, однако, не в гомологичной позиции, как обсуждалось выше. При этом 
перестроенными оказываются все участники обмена, и если в нем участвова- 
ло более одной хромосомы, то хромосомные перестройки возникают парами. 
Если же мы находимся в особой ситуации множественных разрывов (напри- 
мер, под действием больших доз рентгеновского излучения) и репарации ко- 
нец-к-концу, то изображенные ниже хромосомные перестройки могут полу- 
чаться и по одной, а остальные разорванные хромосомы — просто теряться. 


16.3.2. Обмен хромосомы с самой собой 


Рассмотрим случай, когда два разрыва затрагивают одну и ту же хромосо- 
му. Такой механизм является общим для возникновения как делеций, так и ин- 


410 Глава 16. Хромосомные перестройки: возникновение... 


версий. Топологически здесь возможны два варианта. Если два участка одной 
и той же двойной цепи ДНК этой хромосомы в момент обмена расположены 
параллельно в отношении концов хромосомы, то участок ДНК между обоими 
разрывами замкнется в кольцо, а участки ДНК снаружи от разрывов сошьют- 
ся голова к хвосту. Это будет означать делецию одного из двух типов, как мы 
увидим ниже. Если же участки одной цепи ДНК будут расположены антипа- 
раллельно, то есть навстречу друг другу в отношении концов хромосомы, то 
участок между точками обмена развернется на 180°, и мы получим инверсию. 
Все это изображено на рис. 16.1. Заметим, что здесь стрелка не имеет отноше- 
ния к 3’ и 5’ концам ДНК, поскольку мы рассматриваем хромосомы на основе 
двуцепочечной ДНК, а просто обозначает направление от одного произвольно 
выбранного конца хромосомы к другому. Участки хромосомы нигде не пока- 
заны строго параллельными друг другу, поскольку в дальнейшем строгая па- 
раллельность будет обозначать строгую гомологию. Цифры обозначают три 
участка хромосомы между двумя точками разрыва. 

Большое значение имеет расположение точек обмена относительно цен- 
тромеры. Если при образовании делеции центромера не находится между точ- 
ками обмена, то кольцо, лишенное центромеры, просто потеряется в первом 
же митозе, а оставшаяся хромосома будет иметь простую интерстициальную 
делецию, лишившись вырезанного в кольцо фрагмента. Если центромера на- 
ходилась между точками обмена, то, напротив, потеряется линейный продукт 
обмена и будет получена кольцевая хромосома, которая, как мы уже знаем, 
способна проходить митоз. Но она будет лишена участков ДНК за предела- 
ми двух обменов, т. е. также будет иметь место делеция, причем сразу с обоих 
концов хромосомы. Делеции первого типа встречаются часто, второго типа — 
крайне редко. 

При образовании инверсии мы имеем всего один продукт, который со- 
храняет и свою центромеру, и все остальные участки ДНК, поэтому он точ- 
но не потеряется в митозе. Тем не менее, два возможных типа инверсий в от- 
ношении центромеры необходимо различать, так как они по-разному ведут 
себя в мейозе. Это периицентрические инверсии — когда центромера располо- 
жена между двумя точками обмена, и парацентрические инверсии — когда 
она расположена за пределами участка между двумя обменами. Без помощи 
каких-нибудь мнемонических уловок фонетическое сходство двух этих терми- 
нов делает почти безнадежной задачу запомнить, который из них какой ситуа- 
ции соответствует. Предлагаю воспользоваться вашим знанием органической 
химии и вспомнить орто-, мета- и пара- позиции в бензольном кольце. Если 
центр кольца ассоциировать с центромерой, то пара-положение будет соответ- 
ствовать парацентрической инверсии, когда разрывы удалены от центромеры 
в одну сторону. 
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Рис. 16.1. Обмен хромосомы с самой собой: а, 6 — в параллельной ориентации; в, г — 
в антипараллельной ориентации. Цифры обозначают три отрезка хромосомы, грани- 
цы которых определяются концами хромосомы и двумя точками разрыва. Стрелки 
обозначают направление этих фрагментов в интактной хромосоме от одного ее конца 
к другому. Перекрестье обозначает обмен участками при негомологичном воссоедине- 
нии разрыва, поперечный штрих — точку воссоединения разрыва, черный кружок — 
центромеру. Ацентрические хромосомы, не способные проходить митоз, зачеркнуты; 
а, в — центромера находится между точками разрыва, 6, г — центромера находится 
между концом хромосомы и одной из точек разрыва 
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У нас за кадром остались случаи, когда одна из точек обмена приходится 
как раз на центромеру (центромеры). В случае делеции может быть утеряна 
часть центромерных повторов и один из блоков прицентромерного гетерохро- 
матина, и эффективность уменьшенной центромеры будет зависеть от разме- 
ра оставшейся части. Можно даже представить себе случай, когда оба обра- 
зующихся фрагмента, кольцевой и линейный, получат примерно по половине 
центромеры, каждая из которых сохранит свою функциональность. В случае 
инверсии часть центромерного повтора будет перенесена за пределы центро- 
меры и может привести к появлению там центромерной активности, что мо- 
жет даже служить предпосылкой для возникновения неоцентромеры в случае 
утраты основной центромеры. 


16.3.3. Обмен с гомологом 


Представим себе, что вместо той же самой хромосомы в обмене участвует 
сестринская хроматида или гомолог. Реципрокный обмен с гомологом в гомо- 
логичных же позициях и при одинаковой направленности участков хромосо- 
мы по определению ничем не отличается от кроссинговера, а такой обмен меж- 
ду сестринскими хроматидами мы уже рассмотрели под именем сестринского 
хроматидного обмена. Новым для нас будет случай, когда разрыв и сшивка 
будут происходить в негомологичных районах (пусть даже они и имеют неко- 
торую гомологию в точках обмена, способствующую этим обменам). Для этого 
подрисуем в вышеприведенную схему вторую, строго параллельную хромосо- 
му снебольшим сдвигом, так, чтобы обмен затронул физически разные хромо- 
сомы. Получим рис. 16.2. 

Начнем с параллельной ориентации гомологов. Когда мы рассматривали 
обмен хромосомы с самой собой, нам на схеме нужно было изгибать хромосо- 
му в петлю. Сейчас, рассматривая обмен между двумя одинаковыми хромосо- 
мами, мы могли бы их развернуть и нарисовать в виде параллельных отрезков 
со сдвигом на длину петли. Однако схема с петлей помогает нам понять, какие 
участки хромосомы дуплицировались, а какие остались уникальными, в то 
время как на схеме с линейными хромосомами нам для этого нужно на каждой 
хромосоме мысленно отслеживать точку, соответствующую точке разрыва 
на второй хромосоме. 

В параллельной позиции мы сходу получаем тот же самый короткий ли- 
нейный фрагмент с делецией (рис. 16.2 а, 6). Но вместо кольца получаем так- 
же линейную хромосому, несущую дупликацию — дуплицирован у нее тот 
самый фрагмент, который в случае обмена с самим собой образовал бы коль- 
цо, причем он находится внутри хромосомы, это интерстициальные делеции 
и дупликации. 
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Рис. 16.2. Обмен хромосомы с гомологом. Обозначения — как на рис. 16.1, но попереч- 
ный штрих обозначает не только точку воссоединения разрывов, но и точку, соответ- 
ствующую точке разрыва на гомологичной хромосоме. Параллельное расположение 
хромосом обозначает полную гомологию (но не подразумевает их спаривания в мо- 
мент обмена). Ацентрические и дицентрические хромосомы зачеркнуты 


Рассмотренный выше неравный кроссинговер формально можно рас- 
сматривать как обмен с параллельно ориентированным гомологом, но по не- 
гомологичным позициям. И действительно, мы имеем случай сопряженного 
возникновения делеции и дупликации за счет двух разрывов, имеющих ме- 
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сто в двух гомологичных хромосомах в ходе обычного мейотического крос- 
синговера. 

Посмотрим, что будет при антипараллельной ориентации (рис. 16.2 в, г). 
Мы получаем две хромосомы, у которых участок между обменами представлен 
в одной копии, а оба конца за пределами точек разрыва у каждой хромосомы 
одинаковы — в одном случае это будут две копии одного из концов нормаль- 
ной хромосомы, во втором — второго. Таким образом, мы снова имеем появ- 
ление сопряженной делеции и дупликации, причем в данном случае они кон- 
цевые. Хромосомы на схеме снова, как на рис. 16.1, можно развернуть в линию 
и получить тот же результат. 

В обоих случаях очень важно расположение центромеры относительно 
точек разрыва. Если центромера попадает в область делеции/дупликации, то 
один из продуктов обмена будет иметь две центромеры, а другой — ни одной. 
В параллельной ориентации это ситуация, когда центромера расположена меж- 
ду точками разрыва, в антипараллельной ориентации — когда она расположена 
за пределами этого участка. Понятно, что в этом случае с обеими получивши- 
мися хромосомами в митозе не происходит ничего хорошего — та, что не имеет 
центромеры (ацентрическая хромосома), теряется, а та, что имеет две центроме- 
ры (дицентрическая хромосома), задерживается в плоскости деления, посколь- 
ку микротрубочки тянут две центромеры каждой хроматиды в разные стороны, 
и хромосома либо не попадает в ядра дочерних клеток (иногда формируя соб- 
ственное микроядро в плоскости деления), либо произвольным образом рвется 
на две части, теряя или добавочно приобретая часть генетического содержимого 
и приобретая обрывы, лишенные теломер, с рассмотренными выше печальны- 
ми последствиям для клетки. Оба этих случая на схеме зачеркнуты. 

Обмен с сестринской хроматидой или гомологом в антипараллельной 
ориентации с разрывами в одной и той же точке привел бы к любопытным 
хромосомам, не имеющим общих участков, причем каждая из них состояла 
бы только из двух дуплицированных фрагментов, но для жизнеспособности 
продуктов центромера должна находиться между точками разрыва, что, каза- 
лось бы, делает такие обмены безнадежными. За одним исключением — когда 
такой точкой является сама центромера. Этот обмен приведет к образованию 
двух хромосом, имеющих одну функциональную центромеру и два идентич- 
ных плеча — такие хромосомы называются изохромосомами. Оставим пока 
в стороне вопросы, связанные с тем, что такое центромера и как возможен ан- 
типараллельный обмен по центромере с сохранением центромерной активно- 
сти, главное, что результат налицо, и вы с ним уже ознакомились на примере 
сцепленных Х-хромосом. (У дрозофилы изохромосомы, а также хромосомы, 
составленные из плеч Х-хромосомы и У-хромосомы, имеющих гомологию, на- 
зывают комиаундными хромосомами, или компаундами.) С необходимостью 
возникшая при таком обмене между двумя Х-хромосомами дрозофилы вторая 
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изохромосома должна была бы состоять из двух коротких гетерохроматино- 
вых плеч. По всей видимости, она потерялась, так как была бы слишком мала 
для правильного расхождения в мейозе, не несла полезного генетического со- 
держания и не имела механизмов мейотического драйва, т. е. сохранения в за- 
родышевом пути, какой имеют так называемые В-хромосомы. 

Образование изохромосом — не такая уж редкость, в особенности в слу- 
чае акроцентрических хромосом, когда второе плечо фактически не выражено 
(хотя оно формально всегда присутствует хотя бы в виде прителомерного рай- 
она и теломеры, причем под электронным микроскопом такое «плечо» может 
выглядеть окруженным материалом центромеры, т.е. вообще не составлять 
плеча в цитологическом смысле). Ситуацию, когда в норме какая-то хромосома 
кариотипа является акроцентрической, однако один из гомологов представлен 
изохромосомой, так что в геноме появляется дополнительная, третья копия 
ее единственного плеча, принято называть вторичной трисомией (трисомия 
переводится с греческого как «трехтелие» — имеется в виду, что присутствуют 
не две, а три гомологичных копии какой-то хромосомы), а носителя такого ка- 
риотипа — вторичным трисомиком. 


16.3.4. Обмен с негомологичной хромосомой 


Если промежуточная структура образуется между ДНК разных хромо- 
сом, то эти хромосомы обменяются участками — мы будем иметь реиипрокную 
транслокацию. Поскольку это две разные молекулы ДНК, то вопрос о парал- 
лельности либо антипараллельности как таковой не стоит, но можно его по- 
ставить, если учесть направления к центромере и от центромеры. В этом от- 
ношении также возможны два типа реципрокных транслокаций. Если в точке 
обмена две молекулы ДНК располагаются параллельно в смысле направления 
от центромеры к теломере, то обе получившиеся обменные хромосомы име- 
ют по одной центромере. Если же они расположены антипараллельно, то одна 
из них будет иметь две центромеры, а другая — ни одной, со всеми вытекаю- 
щими негативными последствиями. 

Здесь вместо слова «обменная» можно было бы использовать слово «ре- 
комбинантная» в его простом лексическом, а не генетическом значении, но это 
внесло бы путаницу с рутинной мейотической рекомбинацией. Любопытно, 
что генетики бактерий, у которых нет мейотической рекомбинации, просто- 
душно пользуются термином «рекомбинация» как раз для обозначения пере- 
строек, и часто именно в таком смысле понимают упоминание рекомбинации 
генетиками эукариот, что регулярно приводит к недоразумениям. 

Нереципрокные транслокации (перенос дистального фрагмента хромо- 
сомного плеча на другую хромосому без взаимного обмена такими фрагмен- 
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тами) нельзя рассматривать как реалистичное событие, поскольку хромосо- 
ма-донор опять-таки должна получить откуда-то новую теломеру, а получить 
ее возможно лишь от хромосомы акцептора, что делает обмен по сути реци- 
прокным, с одной из точек разрыва вблизи теломеры, хотя эта реципрокность 
может быть и не видна на цитологическом уровне. 

Хорошо известны реципрокные транслокации, при которых обе точки 
обмена приходятся на центромерные районы. В таких случаях негомологич- 
ные хромосомы обмениваются своими плечами, с чем мы уже сталкивались 
на примере половых хромосом у родственных видов дрозофилы. 

Широко распространен особый класс транслокаций с обменами в области 
центромер, которые носят название робертсоновских транслокаций (названы 
так в честь У. Робертсона, описавшего данный феномен в 1916 г. при исследо- 
вании кариотипов саранчовых). Речь идет о ситуации, когда в пределах одного 
и того же вида или группы видов встречается либо метацентрическая хромосо- 
ма, либо две акроцентрические хромосомы, единственное плечо каждой из ко- 
торых соответствует одному из двух плеч метацентрической. (Для корректности 
оговоримся, что здесь и далее при обсуждении робертсоновских транслокаций 
мы для простоты будем говорить «метацентрическая», подразумевая «метацен- 
трическая или субметацентрическая».) Выглядит это как расщепление мета- 
центрических хромосом по центромере на акроцентрические или как слияние 
акроцентрических хромосом центромерами с образованием метацентрических. 

Однако какой бы акроцентрической ни казалась хромосома, она всегда 
на обоих своих концах несет прителомерные районы и теломеры. Это означа- 
ет, что «центрическое слияние» с образованием метацентрической хромосомы 
на самом деле происходит как реципрокная транслокация, при которой обра- 
зуется сверхкороткий фрагмент, состоящий из двух сверхкоротких плеч, и соб- 
ственно метацантрик. Первый фрагмент, не имеющий ничего важного, теряется. 

Заметим, что такие слияния могут быть только антипараллельными и не 
могут быть параллельными, так как такой обмен просто поменял бы сверх- 
короткие плечи акроцентрических хромосом. Вполне распространены анти- 
параллельные обмены, при которых метацентрик получается двухцентромер- 
ным, с двумя очень близко расположенными центромерами в антипараллель- 
ной ориентации. В этой ситуации одна из центромер инактивируется, чему, 
по-видимому, способствует эпигенетическая природа центромеры: в ситуации 
двух близко расположенных блоков центромерного повтора функциональная 
центромера собирается на одном из них, перетягивая эпигенетические струк- 
турные элементы от соседа. Так, хромосома 2 человека несет блок центромер- 
ного повтора вблизи функционирующей центромеры, который, по-видимому, 
есть инактивированная центромера — одна из двух, полученных продуктом 
слияния двух акроцентриков с образованием этой метацентрической хромо- 
сомы. Такое событие действительно имело место в эволюции человека, о чем 
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говорит сравнение с ближайшим его родственником — шимпанзе, сохранив- 
шим эти два плеча в составе двух акроцентриков. Мы не можем исключить 
и возможности двум близко расположенным центромерам функционально 
сливаться в одну и функционировать как единое целое. Оставим это как тео- 
ретические возможности в связи с тем, что сама природа центромер и состав 
прицентромерных районов у разных организмов может различаться; однако 
имеются факты, подтверждающие такие сценарии. 

Центрическое разделение одной метацентрической хромосомы на две 
мыслится как разрыв в центромере, который не приводит к фатальным по- 
следствиям в случае, если каждый из двух фрагментов сохранит на своем кон- 
це достаточно центромерного повтора, чтобы там собралась функциональная 
центромера. Однако центрическое разделение ставит вопрос о возникновении 
двух дополнительных теломер. Этот вопрос пока не разрешен и осложнен тем, 
что у разных групп центромера устроена по-разному и в центромерном районе 
могут происходить разные вещи. Иные авторы ограничиваются предположе- 
нием, что на образовавшихся свободных концах ДНК «велика теломеразная 
активность». По-видимому, здесь помогает сложная структура прицентромер- 
ного района, которая может содержать следы предыдущих слияний, включая 
инактивированные центромеры и участки прителомерных повторов и самих 
теломер, оставшихся от коротких плеч слившихся акроцентриков. Возможно, 
предсуществовавшие участки теломерных повторов могут после разрыва до- 
страиваться теломеразами до полноценных теломер. 

Робертсоновские транслокации происходят достаточно часто и играют 
большую роль в эволюции кариотипов млекопитающих, саранчевых и пр. 
По сути, это основной механизм изменения числа хромосом гаплоидного на- 
бора, сравниться с которым по значимости может только полиплоидия, да 
и то в основном у растений. В частности, отличие на единицу числа хромосом 
гаплоидного набора у человека (23) и шимпанзе (24) связано именно с таким 
событием — слиянием двух акроцентриков, имевшихся у их общего предка 
и сохранившихся у шимпанзе, в метацентрическую хромосому 2 человека. 


16.4. Хромосомные перестройки, 
возникающие иными способами 


Изменение числа копий (т. е. по сути делеции и дупликации) очень корот- 
ких повторов, помимо неравного кроссинговера, может происходить и вооб- 
ще без разрывов, а именно за счет проскальзывания при репликации (5Прреа 
гай 4 пл15раш1е), когда при ренатурации репликационной вилки повторен- 
ные одноцепочечные участки ренатурируют со сдвигом на какое-то число ко- 
пий повторов. 
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Выше мы убедились, что делеции могут возникать как одновременно 
с дупликациями, так и безо всяких дупликаций. Обратное неверно — простого 
механизма, приводящего к дупликациям без делеций, не существует. Существу- 
ет не очень простой — это дупликация ретротранспозонов. При этом существу- 
ющая в геноме копия активного ретротранспозона остается как была, однако 
с нее транскрибируется РНК, по матрице которой строятся новые ДНК-копии 
ретротранспозонов, способные к инсерциям в новые сайты генома. Тем самым 
происходит дупликация последовательности ретротранспозона. 

Формально дупликацией, а именно свободной дупликацией, считается 
и удвоение какого-то участка генома, когда добавленный участок представля- 
ет собой отдельную хромосому с собственной центромерой. Так, свободной 
дупликацией будет добавление в геном (и в кариотип) дополнительной копии 
одной из хромосом, что происходит при нерасхождении хромосом. Более упо- 
требителен для такого явления термин первичная трисомия, а для его носи- 
теля — первичный трисомик. Однако такие случаи уместнее рассматривать 
в теме полиплоидии и анеуплоидии. 

Пранспозиция — перенос куска одной хромосомы в другую, негомологичную 
хромосому — требует трех разрывов ДНК. Она может происходить реципрокным 
образом, предполагая уже четыре разрыва, и может быть представлена как две 
рецпрокные транслокации, вовлекающие одну пару негомологичных хромосом, 
одна из которых производит обмен участками плеч негомологичных хромосом, 
а вторая возвращает терминальные участки плеч на ту хромосому, откуда они из- 
начально пришли. Однако этот частный случай не может происходить с большой 
вероятностью, поскольку две транслокации вряд ли как-то зависят друг от друга, 
и вовлечение той же пары негомологичных хромосом — чистая случайность. 

Нереципрокная транспозиция предполагает два разрыва в одной хромо- 
соме, выстригание (эксиизию) фрагмента между ними, сшивку оставшихся 
фрагментов, затем разрыв в другой хромосоме и встройку (инсериию) между 
ними фрагмента, вырезанного из первой хросомомы. Так, в частности, ведут 
себя ДНК-транспозоны (тот класс транспозонов, которые при перемещении 
в новое место генома уходят из предыдущего, не пользуясь для перемещения 
РНК-посредниками). Понятно, что если два таких транспозона расположены 
рядом, может произойти совместная транспозиция их обоих вместе с участ- 
ком ДНК между ними. Однако следует учесть, что перемещение транспозо- 
нов — событие достаточно редкое. 


16.5. Обозначения хромосомных перестроек 


Ввиду слишком большого числа степеней свободы для образования хро- 
мосомных перестроек — имеется выбор хромосом-участников, стыковки раз- 
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рывов ДНК (параллельного либо антипараллельного) и конкретной позиции 
разрывов — простой и однозначно расшифровываемой системы обозначения 
хромосомных перестроек не существует. К тому же, для основных генетиче- 
ких объектов имеются свои особенности их обозначения. Основной принцип 
номенклатуры таков — сначала идет обозначение характера перестройки. Ин- 
версии обозначаются ш1 у дрозофилы и шу у человека. Для дупликаций дрозо- 
филы употребляется символ О, для транслокаций — Т. Делеции обозначаются 
ПЕ (4ейаепсу) у дрозофилы и 4е| у человека. Далее в скобках идет указание 
на положение точек разрыва. Допустим, Т(3, 5) у гороха обозначает трансло- 
кацию между хромосомами 3 и 5; запись шу (218) у дрозофилы означает, что 
точки разрыва при образовании инверсии находились в левом и правом пле- 
че хромосомы 2. Запись О (1, #) означает свободную дупликацию хромосомы 
Ту дрозофилы, а именно добавление к кариотипу добавочной хромосомы 1, 
по сути — трисомию по этой хромосоме. После скобок у дрозофилы могут 
быть указаны аллели, маркирующие данную транслокацию: шу (218) Су — ин- 
версия, маркированная доминантным аллелем СииУ. 


16.6. Последствия хромосомных перестроек 
для жизнеспособности 


Рассмотрим влияние хромосомных перестроек на жизнеспособность сво- 
их носителей, выходящее за пределы одного митотического цикла — неспо- 
собности клетки пройти митоз или гибели продуктов этого митоза вследствие 
возникшей в ней перестройки, например, при образовании ацентрических 
или дицентрических фрагментов или фрагментов без теломер. Остановимся 
на перестройках, не влияющих на ход митоза — а именно таких, когда все хро- 
мосомы по-прежнему имеют одну центромеру и две теломеры и носителями 
могут быть не отдельные клетки, а поколения клеток и целые организмы. 

Однако в случае делеций и дупликаций дело так обстоит редко. В гомо- 
зиготе только очень небольшие делеции, по воле случая не содержащие жиз- 
ненно важных генов, оказываются нелетальными и часто имеют характерный 
фенотип, связанный с потерей функции нежизненноважных генов. В гетеро- 
зиготе могут не сказываться на фенотипе и делеции несколько больших разме- 
ров — если делетированный участок случайно окажется не содержащим генов, 
для которых важна их определенная доза в кариотипе. Протяженные делеции, 
как правило, летальны, в том числе и в гетерозиготе. 

Дупликации точно так же тем сильнее сказываются на фенотипе — вплоть 
до летальности даже в гетерозиготе — чем они протяженнее. Но в целом этот 
эффект мягче, чем у делеций, поскольку связан только с генами, чувствитель- 
ными к дозе, которая повышается с 2 у нормы до 3 у дупликации в гетерозиготе 
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и до 4 у дупликации в гомозиготе. Как минимум первое изменение в 1,5 раза — 
менее радикально, чем изменение вдвое, с 2 у нормы до 1 у гетерозиготы по де- 
леции. При этом, имея дело с дупликациями, мы вообще не сталкиваемся с воз- 
можностью сокращения дозы до 0, т. е. полной потерей функции генов. Однако 
дупликации могут иметь яркий фенотип, за который, впрочем, скорее всего, 
будет ответственен один какой-то ген или немногие гены — вспомним ген Ват, 
дупликация которого вместе с участком, хорошо различимым на политенных 
хромосомах, приводит к уменьшению глаз дрозофилы. 

На всякий случай обращаем внимание, что хромосомная перестройка, 
как и любая мутация, в момент своего возникновения всегда находится в ге- 
мизиготе (в гаплоидной фазе жизненного цикла, например, в гамете) или ге- 
терозиготе (в диплоидной фазе), и никогда в гомозиготе, так как нет никакой 
возможности, чтобы два совершенно одинаковых случайных события, вклю- 
чающие два разрыва хромосом каждое, дважды произошли совершенно оди- 
наково в обеих гомологичных хромосомах. Однако перестроенные хромосомы 
могут выйти в гомозиготу при сегрегации в потомстве точно так же, как это 
делают обычные мутации. 

'Транслокации и инверсии не связаны с изменением количества и качества 
генетического материала — потерей или удвоением какой-то его части. Не- 
мудрено, что транслокации и инверсии оказываются вполне жизнеспособны 
и большинство хромосомных перестроек, с которыми мы сталкиваемся в при- 
роде или культуре, относятся именно к этим двум классам. Скорее возникает 
вопрос, почему мы сталкиваемся с ними так часто. 

В качестве нулевой гипотезы можно принять, что хромосомные пере- 
стройки, не связанные с изменением количества и качества генетическо- 
го материала — а именно инверсии, транслокации, транспозиции — никак 
не влияют на фенотип, но только до тех пор, пока дело не дошло до мейоза. 
Действительно, гены осуществляют свою функцию через свои молекулярные 
продукты, что, как правило, происходит вне зависимости от их локализации 
на хромосоме. У каждого вида они находятся там в определенном порядке, ко- 
торый в большинстве случаев не важен и не влияет на их функционирование. 
Исключений здесь множество, но мы говорим именно об отправной точке рас- 
суждений. С этой точки зрения изменения в расположении генов в большин- 
стве случаев не должны влиять на их функционирование, т. е. на фенотип, тем 
более, если речь идет не о множественной перетасовке, а об одиночных обме- 
нах или разворотах участков ДНК. 

Многочисленные исключения из этого правила бывают двух основных 
типов. Первый, и самый простой тип — когда точка обмена попадает непо- 
средственно в ген в молекулярном понимании, т. е. в кодирующую или регу- 
ляторную последовательность, которая тем самым оказывается разорванной 
на части и прекращает выполнять свою функцию. Эффект таких перестроек 
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будет тождественен эффекту любой аморфной мутации по данному гену. Та- 
кое случается не так уж часто, поскольку у эукариот гены обычно занима- 
ют не более 10 % генома, а для множества видов — еще на порядки меньше. 
Но все же случается. 

Второй тип исключений связан стем, что обмен происходит между участка- 
ми ДНК, в норме находящимися в хроматине разных типов. Самый грубый при- 
мер, когда одна точка обмена находится в эухроматине, а другая — в гетерохро- 
матине. Поскольку гетерохроматинизация распространяется вдоль хромосомы 
от неких начальных точек до некоторых границ — при этом точки обмена не 
относятся ни ктем, ни к другим — участок ДНК, в норме находившийся в эухро- 
матине, после перестройки может оказаться в гетерохроматине, и наоборот. Это 
изменит паттерн экспрессии находящихся в нем генов что, естественно, не мо- 
жет не сказаться на фенотипе. Данное явление носит название эффекта положе- 
ния и будет детально рассмотрено ниже. Несмотря на убедительные примеры, 
нельзя сказать, чтобы явление это было слишком уж распространенным. 


16.7. Последствия хромосомных перестроек 
для течения мейоза и наследования 


16.7.1. Вводные замечания 


Влияние перестроек на мейоз наблюдается только в гетерозиготе, в от- 
личие от влияния на жизнеспособность, которое если и имеется (например, 
когда при разрыве был поврежден какой-либо жизненно важный ген), то 
проявляется или становится более существенным, когда хромосомная пере- 
стройка находится в гомозиготе. Мейоз — это сложный механизм разделения 
гомологичных хромосом по двум разным клеткам, и он настроен на то, что 
гомологичные хромосомы представляют собой приблизительно одинаковые 
линейные структуры. Если хромосомная перестройка находится в гомозиго- 
те (не являясь при этом летальной делецией или дупликацией), то в чем бы 
она ни состояла, это условие выполняется по определению — оба гомолога 
имеют одинаковую структуру. А вот в гетерозиготе это условие не выпол- 
няется — иначе мы бы вообще не говорили о хромосомных перестройках. 
И поскольку каждая хромосомная перестройка первоначально оказывается 
в гетерозиготе, уже ее первоначальный носитель может столкнуться с про- 
блемами в мейозе. 

Особо обращаем внимание, что мейоцит «не знает», какие хромосомы яв- 
ляются «нормальными», а какие — «перестроенными». Это может знать толь- 
ко экспериментатор, имея представления о структуре хромосом у большин- 
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ства представителей данного вида — да и то не всегда, поскольку бывают слу- 
чаи полиморфизма по хромосомным перестройкам со сравнимыми частотами 
разных вариантов. Речь идет всего лишь о том, что два родительских генома 
организованы в хромосомы по-разному. 

Представляет интерес влияние перестроек не только и даже не столько 
на ход мейоза, но и на генетическую карту, которую можно получить на осно- 
вании анализа генетического расщепления в потомстве гетерозигот по этим 
перестройкам. Любопытно, что возникающие здесь проблемы носят тополо- 
гический характер. 


16.7.2. Делеции и дупликации 


Проще всего обстоит дело с делециями и дупликациями. В случае оди- 
ночной делеции или дупликации два гомолога спариваются, при этом один 
из них имеет участок, отсутствующий у другого, которому в результате не 
с кем спариваться. При гомологичном спаривании он выпетливается нару- 
жу, что никак не сказывается на течении метафазы и анафазы. Одним из не 
очень важных следствий такой ситуации будет возможность кроссинговера 
между сестринскими хроматидами в пределах такого уникального участка, 
поскольку, не найдя гомологичной хроматиды в ходе рекогниции, актив- 
ные концы ДНК в конце концов находят сестринскую хроматиду, хотя этот 
процесс кинетически осложнен осевым элементом синаптонемного ком- 
плекса. Нетрудно понять, что аллели всех генов, находящихся в гемизиготе 
в уникальном участке хромосомы, как и соответствующие им виртуальные 
нуль-аллели отсутствующего у второго гомолога участка, будут наследовать- 
ся как одно целое, поскольку рекомбинация с отсутствующим фрагментом 
невозможна по определению. Это открывает возможность картирования де- 
леций — если несколько расположенных подряд сцепленных локусов, между 
которыми в норме возможна рекомбинация, перестают рекомбинировать, 
значит, один из гомологов, скорее всего, содержит делецию по этому участ- 
ку. Как мы увидим ниже, такой же эффект может дать и инверсия, однако 
в случае делеции имеется одна особенность — один из гомологов будет нести 
в фазе притяжения только нуль-аллели локусов, расположенных в области 
делеции. Еще одна особенность гетерозигот по делециям и дупликациям, 
о которой упоминалось в разделе 15.3, — через точки нарушения нормаль- 
ного спаривания хромосом не передается кроссоверная интерференция, так 
что события кроссинговера по обе стороны от точки делеции или дуплика- 
ции происходят независимо. 
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16.7.3. Инверсии 


Давайте теперь рассмотрим, что будет, если один из гомологов содержит 
инверсию. Приходится посетовать, как распространены среди ученых сугубо 
интуитивные представления, что если в опыт по генетическому картированию 
попадает инверсия, то мы можем распознать ее по инвертированной генетиче- 
ской карте, которая якобы получилась бы в этом опыте. Такое действительно 
было бы возможно, если бы эту инверсию имели оба партнера наших скрещи- 
ваний, т.е. если бы весь наш родительский материал, несущий контрастные 
маркеры (включая, например, тестерные линии), был бы гомозиготен по этой 
инверсии. Но такое случается крайне редко — обычно мы имеем уникальную 
инверсию и вынуждены скрещивать ее с представителями нашей генетиче- 
ской коллекции, имеющими нормальный кариотип либо даже хромосомные 
перестройки, но какие-то другие. Что мы увидим на генетической карте при 
скрещивании носителя инверсии с носителем нормального кариотипа — нам 
сейчас предстоит рассмотреть на очень простых схемах, и результаты получа- 
ются совершенно иные, чем подсказывает банальная интуиция. 

Инвертированный участок имеет гомологичный ему участок на гомоло- 
гичной хромосоме, но они оказываются развернуты на 180° один относи- 
тельно другого. Если инверсия невелика (хотя влияет не только размер, но 
и конкретное содержание участка, и его положение на хромосоме), задача 
гомологичного выравнивания не находит своего решения. Причем на ци- 
тологическом уровне спаривание может успешно произойти, так что между 
двумя антипараллельными участками хромосомы сформируется нормаль- 
ный синаптонемный комплекс. Но кроссинговера между ними не будет, так 
как друг напротив друга окажутся негомологичные участки хромосом, а го- 
мологичные участки строго посередине инверсии будут антипараллельны. 
При несколько большем размере инверсии в данном месте будет нарушение 
спаривания, так что два фрагмента разойдутся друг от друга в профазе. На- 
деюсь, излишне уточнять, что разные эукариоты могут сильно различаться 
по таким параметрам, как длина инверсии, достаточная для спаривания или 
неспаривания. Опять-таки, в обоих случаях аллели всех локусов, находящих- 
ся в пределах такой инверсии, будут наследоваться как единое целое и по- 
падать в одну точку генетической карты, которую мы могли бы построить 
на основании расщепления в потомстве такой гетерозиготы. Вместо инвер- 
тированного участка карты мы увидим точку. 

Хотя рассмотренные случаи влияют на генетическую карту, сокращая 
ее в точку для инвертированного участка, никакого влияния на ход мей- 
оза они не оказывают — хромосомы продолжают нормально расходиться 
в анафазе Г. 
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При еще более протяженных инверсиях картина становится интереснее. 
На первых стадиях профазы хромосома имеет определенную гибкость, и, на- 
чиная с какого-то размера инверсии, становится возможным спаривание гомо- 
логов с образованием петли. Хотя в такой петле один гомолог как бы перекре- 
щивается, а второй как бы его огибает, выбор происходит случайно. При этом 
ситуация совершенно симметричная — мы имеем гетерозиготу по инверсии, 
но нет никакой возможности сказать, какая из хромосом инвертирована, а ка- 
кая нет. Они просто различаются по направлению одного из участков. Притом, 
что исторически, конечно, одна из них является инвертированной, а вторая 
нет, поскольку один из вариантов с необходимостью возник из другого путем 
поворота участка на 180°. 

В такой петле все гомологичные участки хромосомы располагаются друг 
напротив друга в параллельной позиции, что предполагает нормальное тече- 
ние кроссинговера. За одним исключением — в области резких изгибов спа- 
ривание обычно нарушено и интенсивность кроссинговера падает. Если бы не 
кроссинговер, расхождение таких бивалентов не встречало бы никаких пре- 
пятствий — каждый гомолог тянулся бы за центромеру к своему полюсу. Но, 
как мы знаем, один кроссинговер на плечо есть некий технический минимум, 
а кроссинговеру в данном случае ничего не препятствует. Посмотрим, к каким 
результатам он приводит. В этом нам поможет рис. 16.3. 

Кпротяженным инверсиям относятся, в частности, инверсии перицентри- 
ческие. Давайте нарисуем петлю с перицентрической инверсией (рис. 16.3 а). 
Кроссинговер за пределами инверсии возможен в той же мере, как и внутри 
нее, но нас он сейчас не интересует. Введем кроссоверное событие в пределах 
инверсии и проследим, какие хроматиды оно нам дает. А хроматиды получа- 
ются совершенно аномальные — каждая из них имеет по две копии участка 
за пределами инверсии с одного конца, но не имеет участка за пределами ин- 
версии с другого конца, такие вот гибридные инвертированно-неинвертиро- 
ванные хроматиды, каждая из которых несет обширную инверсию и дупли- 
кацию. Зиготы, образовавшиеся из гамет, несущих такие хромосомы, навер- 
няка будут нежизнеспособными, а если у организма есть экспрессия генов 
в гаплоидной фазе — например, в случае растений, то нежизнеспособными 
будут и сами гаметы. Таким образом, оба продукта кроссинговера внутри пе- 
рицентрической инверсии окажутся летальными, нелетальными будут только 
некроссоверные хроматиды. 

Давайте теперь рассмотрим кроссинговер в протяженных парацентри- 
ческих инверсиях (рис. 16.3 6). Вводим одиночный кроссинговер. Мало того, 
что мы снова получаем обе кроссоверные хроматиды с протяженной делецией 
и дупликацией за пределами инверсии, так одна из них оказывается дицен- 
трической, а вторая — ацентрической. Из четырех продуктов кроссинговера 
снова получаем два некроссоверных и два опять-таки заведомо летальных. 
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Рис. 16.3. Последствия кроссинговера в преде- 
лах протяженной перицентрической (а) и пара- 
центрической (6) инверсии у гетерозигот по та- 
кой инверсии. Хроматиды одного из гомологов 
показаны волнистыми линиями. Перекрестье 
обозначает кроссоверный обмен. Черные круж- 
ки обозначают центромеры. Продукты мейоза, 
несовместимые с жизнью, зачеркнуты 


э8 
__& 
Е 
® 
2 


426 Глава 16. Хромосомные перестройки: возникновение... 


ь 


Кое ото ава 


Рис. 16.4. Двойной кроссинговер внутри па- 
рацентрической инверсии у гетерозиготы 
по ней; а— второе кроссоверное событие 
затронуло две хроматиды, не вовлеченные 
в первое, 6 — второе кроссоверное событие 
затронуло те же самые хроматиды, что и пер- 
вое, в — второе кроссоверное событие затро- 
нуло ту же самую и другую хроматиды 


Хорошо, давайте введем вто- 
рой кроссинговер внутри инвер- 
сии. Напомню, что оба гомолога 
представлены двумя сестрин- 
скими хроматидами идентичной 
топологической структуры. С ве- 
роятностями по 1/4 второй крос- 
синговер затрагивает две те же са- 
мые либо две другие хроматиды, 
с вероятностью 1/2 — одну ту же 
самую и одну другую хроматиду. 
Если второй кроссинговер затро- 
нул две другие хроматиды, то он 
приведет к точно таким же пла- 
чевным результатам, и все четыре 
продукта такого мейоза окажутся 
летальными. Если он затронул 
те же самые две хроматиды, то 
их топология восстанавливает- 
ся — одна продолжает быть не- 
инвертированной, другая — ин- 
вертированной, просто в каждую 
из них посредством двойного 
кроссинговера оказался введен- 
ным фрагмент гомолога. Таким 
образом, все продукты мейоза 
окажутся жизнеспособными, два 
из них будут нести некроссовер- 
ные хроматиды, а два — дважды 
кроссоверные. Если затронуты 
хроматиды, одна из которых уча- 
ствовала в предыдущем кроссин- 
говере, а вторая не участвовала, 
то мы получим некроссоверную, 
дважды кроссоверную, дицен- 
трическую и ацентрическую хро- 
мосомы, причем два последних 
класса снова летальны. 

Все это проиллюстрировано 
на рис. 16.4, где рассмотрен слу- 
чай парацентрической инверсии 
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(выше мы убедились, что все последствия кроссинговера одинаковы для слу- 
чаев пара- и перицентричских инверсий). 

Просуммировав все эти случаи, учитывая вероятности вовлечения хро- 
матид, получаем следующий «вариационный ряд» (как называл такие вещи 
Мендель): 

1/4 (летальные) : 1/2 (1/2 летальные : 1/4 дважды кроссоверные : 1/4 не- 
кроссоверные) : 1/4 (1/2 некроссоверные : 1/2 дважды кроссоверные). 

Суммируем: 

1/2 летальные : 1/4 некроссоверные : 1/4 дважды кроссоверные. 

Итак, вот результаты нашего рассмотрения кроссинговера внутри ин- 
версии: 

— половина продуктов мейоза летальна; 

— внутри инверсии мы вообще не будем наблюдать одиночных кроссове- 
ров, так как все они летальны; 

_ с некоторой частотой мы будем наблюдать двойные кроссоверы между 
маркерами, находящимися внутри инверсии. 

Актов кроссинговера внутри инверсии может быть и больше двух, но 
давайте избавим себя от сложных подсчетов. И так ясно, что нелетальными 
будут только хроматиды, вовлеченные в четное (включая нулевое) число крос- 
соверных обменов внутри инверсии. 

Снова обращаем внимание — мы нигде не пытались упоминать «инвер- 
тированную» и «неинвертированную» хроматиды, поскольку ситуация совер- 
шенно «симметрична относительно инверсии». 

Каковы будут последствия всего этого для генетической карты? За преде- 
лами инверсии она никак не страдает. В области инверсии она будет резко со- 
кращена. Можно сказать, что сокращена она будет за счет летальных продук- 
тов кроссинговера. Если не будет маркеров (локусов, за которыми мы следим 
по фенотипу) внутри инверсии, то резкое сокращение генетической карты бу- 
дет единственным ее проявлением. Если внутрь инверсии попадут маркеры, то 
только четные кроссоверы будут давать нам некие небольшие расстояния, и на- 
личие только четных кроссоверов будет бросаться в глаза. Допустим, что у нас 
есть три маркера, а, В и с, причем а и срасположены по обе стороны от инверсии, 
ар — внутри нее. Участки карты от а до границы инверсии и от границы инвер- 
сии до с скорее всего будут немного сокращены за счет механического ограни- 
чения спаривания и, следственно, кроссинговера вблизи изгибов петли. Участок 
карты внутри инверсии будет резко сокращен. Одиночных кроссоверов мы не 
увидим, поскольку они летальны. Двойных кроссоверов в пределах участков а-В 
и В-смы не увидим, так как на этих участках у нас нет маркеров. Двойные крос- 
соверы появятся, если один из них случился в пределах инверсии на участке а-с, 
а второй — на участке 6-с. Можно даже прикинуть, насколько сократится кар- 
та. Если принять, что маркеры а и с раположены строго на границах инверсии, 


428 Глава 16. Хромосомные перестройки: возникновение... 


расстояние а-6 в норме (в сантиморганах) принять за х, а В-сзау (рис. 16.5 а), то 
при инверсии оба расстояния составят Сх у/100, где С — коэффициент коинци- 
денции для локусов а, В и с. И действительно, мы увидим только двойные крос- 
соверы, вероятность которых вычисляется на основе вероятностей одиночных 
кроссоверов по формуле коэффициента коинциденции. Деление на сто возни- 
кает из единицы измерения в сантиморганах — чтобы перейти к вероятностям, 
мы должны каждое расстояние разделить на 100, а после их перемножения один 
раз умножить на 100, чтобы вернуться к сантиморганам. Напомним, что в си- 
туации, когда локусы а и с маркируют края инверсии, мы вообще не увидим 
рекомбинантов между ними. 
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Рис. 16.5. Схема расположения гипотетических маркеров а, Бис (а) либо а, В, сид (6), 
иллюстрирующая рассуждения о сокращении генетической карты в районе инверсии. 
хи у — расстояния между маркерами а-6 и Б-с в случае (а). Справа внизу показан фраг- 
мент генетической карты, получающийся при анализе рекомбинации между маркера- 
ми в случае (6) 


Хорошо, а если у нас есть несколько маркеров внутри инверсии, то в ка- 
ком порядке они расположатся на генетической карте? Ведь в нашем опыте 
участвуют родители с диаметрально противоположным, в прямом смысле, по- 
рядком локусов! Логика подсказывает, что в такой симметричной ситуации мы 
не должны увидеть никакого вразумительного порядка. Усложним модельную 
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схему до четырех локусов а, В, с, 4, гдеаи 4 находятся по обе стороны от ин- 
версии, а Би с — внутри нее (рис. 16.5 6). Пусть один из гомологов имеет доми- 
нантные аллели А, В, С, р — пусть это будет «огибающий гомолог» на схеме, 
а второй — «перекрещивающийся гомолог» — несет аллели а, В, с, 4 (напоми- 
наю, что «огибающий» и «перекрещивающийся» гомологи — это условность). 
Расположим В и св каком-нибудь порядке на схеме, пусть в «огибающем» го- 
мологе на схеме маркеры расположены как А-В-С-ШО, а в «перекрещивающем- 
ся» — а-с-6-4 (это снова условность). Мы можем видеть только жизнеспособ- 
ные двойные кроссоверы, причем теоретически ожидающиеся частоты реци- 
прокных двойных кроссоверов равны. Инверсия у нас поделена на три отрез- 
ка: а-р, Б-с и с-4, поэтому наблюдаемые в нашем опыте двойные кроссоверы (а 
только они из кроссоверов жизнеспособны) могут быть трех типов. Давайте 
найдем их на схеме и припишем им теоретически ожидаемые частоты: 


КАБВСО)=ЕЖасВа)=Е1; 
КАВср) =НКасСВа) =Е2; 
Е(АВср) =Е(аСЬа) = Е3. 


Давайте теперь из этих значений найдем частоты кроссинговера между 
парами маркеров: 


Ха-Б) = Г(Б-а) = 221 +222; 
ЖЬ-с) = 2Е1 + 223; 
Ха-с) = Кс-а) = 2Е2 + 2Е3; 
Ка-а) = 0. 


Нетрудно видеть, что мы оказались в гораздо худшей ситуации, чем Стер- 
тевант в 1925 г. — как бы мы ни расположили локусы, никакое расстояние 
между двумя из них не приближается к сумме от каждого из них до третье- 
го, что неудивительно, если учесть, что нам достались только двойные крос- 
соверы, а расстояние между краями инверсии равно нулю. Получается, что 
на карте края инверсии сходятся в точку, а локусы В и с выпадают за пределы 
линейной карты, образуя треугольник. Между прочим, мы получили точную 
картину того, что могли бы пронаблюдать в профазе мейоза под микроскопом, 
а именно петлю! Относительно вершины, стоящей на линейной карте осталь- 
ной хромосомы, треугольник можно вращать как угодно, и такая карта не дает 
нам оснований для решения о порядке локусов в инверсии относительно по- 
рядка локусов за ее пределами. 

Чаще всего мы заранее не знаем порядок локусов (тем более мы не знаем 
того, имеются ли у нас в опыте гетерозиготы по инверсиям, которые никак 
себя не проявляют в фенотипе) и как раз пытаемся установить его на осно- 
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вании результатов генетического расщепления. Это делается либо на основе 
получающихся расстояний, либо путем рассмотрения индивидуальных крос- 
соверов. В данном случае не срабатывают оба метода. С картами мы в этом 
только что убедились. И если вы попробуете расположить локусы так, чтобы 
минимизировать количество кроссоверных событий, имея кроссоверы с ча- 
стотами, близкими к теоретически ожидаемым, которые мы записали выше, то 
вы также потерпите фиаско — у вас будет достаточно кроссоверов, противоре- 
чащих любой гипотезе, предполагающей линейное расположение генов. И это 
объективно — в ситуации гетерозиготы по инверсии понятие «правильный 
порядок генов» теряет смысл, так как мы имеем два разных порядка. 

На практике у нас вряд ли найдутся маркеры строго по границам инвер- 
сии. Если маркеры а и 4 отстоят от них на какие-то дистанции, то расстояние 
а-4 уже будет равным не нулю, а сумме этих дистанций; эти дистанции бу- 
дут добавлены также к расстояниям а-в, а-с, В-а, но не к 6-с. В результате мы 
получим маловразумительный участок карты с противоречивой топологией 
и расстояниями. Впрочем, маловразумительные результаты часто получаются 
также от случайных флуктуаций при небольших выборках и от ошибок в фик- 
сации фенотипов. 

Следует заметить, что в ходе профазы мейоза гетерозигот по инверси- 
ям наблюдается как сокращение количества бивалентов, имеющих петли, так 
и сокращение размера самих петель. Это происходит вследствие «синапти- 
ческой подгонки» — петля «стягивается», вплоть до полного исчезновения, 
за счет замещения гомологического спаривания негомологическим (подобного 
спариванию в небольших инверсиях, которые не выпетливаются). В результа- 
те большинство бивалентов по ходу профазы с цитологической точки зрения 
превращаются в линейные. Однако синаптическая подгонка не отменяет всего 
сказанного выше, поскольку она происходит уже после рекомбинации, и как 
раз случаи рекомбинации в петле блокируют синаптичскую подгонку, которая 
останавливается, дойдя до точки рекомбинации, оставляя в биваленте петлю, 
видимую цитологически. 


16.7.4. Реципрокные транслокации 


Спаривание гомологов начинается на стадии хромосомного букета с те- 
ломер и постепенно распространяется на всю длину хромосомы. Два гомо- 
лога находят друг друга «за концы» и «слипаются» далее. Им неизвестно, что 
там находится дальше по хромосоме. В ситуации гетерозиготы по реципрок- 
ной транслокации этот процесс приводит к единственному, очень логичному 
и красивому результату — крестообразному тетраваленту (рис. 16.6). Центром 
креста являются обе точки обмена. И снова мы не можем сказать, какая из пар 
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гомологов перестроена, а какая — интактна, ситуация совершенно симме- 
трична. Кроссинговер не нарушен нигде, кроме окрестностей точки разрыва, 
где он несколько сокращен, и тем более, чем ближе к ней. (Этот эффект наблю- 
дал и автор, работая с транслокациями гороха). 
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Рис. 16.6. Спаривание хромосом-участниц в мейозе гетерозиготы по реципрокной 


транслокации и три возможных расхождения образующихся тетравалента в анафазе 
первого деления мейоза (справа и слева — смежные варианты, в середине — диаго- 
нальный вариант). Прямой и волнистой линией показаны, соответственно, хромати- 
ды двух негомологичных хромосом, не вовлеченных в транслокацию, и гомологичные 
им фрагменты обменных хромосом (в действительности картина не позволяет ука- 
зать, какие две хромосомы были вовлечены в транслокацию, а какие не были) 


Вся эта красота оборачивается большими проблемами в анафазе перво- 
го деления мейоза. Как такой тетравалент должен расходиться? Как-то разо- 
браться друг с другом должны уже не две, а четыре центромеры, причем те- 
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травалент связан хиазмами в единое целое и в метафазе натянут между этими 
четырьмя центромерами, что оказывает организующее воздействие на микро- 
трубочки, присоединенные к кинетохорам, которые выбирают конфигурацию 
с наибольшим натяжением. Четыре центромеры должны разойтись к двум по- 
люсам. Наиболее логичным решением кажется такое, когда две центромеры 
по одну сторону креста расходились к одному полюсу, а две по другую сто- 
рону — к другому. Получаем безрадостную картину — как ни расходись, обе 
клетки диады не получат огромного куска одной из хромосом — от точки об- 
мена до одного из концов, зато получат лишний кусок от нее до другого конца. 
Зиготы, образовавшиеся с участием гамет, несущих такие хромосомы (а у рас- 
тений и сами гаметофиты), будут с неизбежностью нежизнеспособны. Вроде 
бы получается, что гетерозигота по транслокации должна быть стерильной. 
Однако в данной ситуации нас подводит не только интуиция, но и плоские 
схемы, поскольку в реальности картина метафазы трехмерна. Центромеры 
могут разойтись по две крест-накрест. Это называется диагональным расхож- 
дением, тогда как вариант, рассмотренный выше, называется смежным расхож- 
дением. Диагональные расхождения дают сбалансированные кариотипы в ка- 
ждой из клеток диады — одна наследует одну из родительских конфигураций 
хромосом, другая — другую. 

Хороший вопрос — а какова вероятность смежных и диагональных расхож- 
дений? Согласитесь, как-то сложно вжиться в душу микротрубочек, растягива- 
ющих тетравалент в трехмерном пространстве к двум полюсам. Ответ на этот 
вопрос должен быть получен экспериментально. Здесь нам на помощь приходят 
растения, которые имеют то преимущество перед животными генетическими 
объектами, что оболочка мужского гаметофита образуется еще до того, как сам 
гаметофит сможет проявить свою жизнеспособность или нежизнеспособность 
в зависимости от своего генотипа. И если он оказался нежизнеспособным, то 
остается пустое, лишенное цитоплазмы пыльцевое зерно, которое можно засчи- 
тать как несостоявшуюся попытку гаметогенеза. Ответ оказывается потрясаю- 
щим — в потомстве гетерозигот по реципрокным транслокациям стерильной 
оказывается ровно половина пыльцы! Автор сам набирал огромную статистику, 
и неизменно значение оказывалось близким к 50 % с очень хорошей точностью. 
Итак, диагональным образом расходится ровно половина тетравалентов, и гете- 
розиготы по транслокациям полустерильны. 

Вспоминается один случай. В разговоре с одной маститой ученой — цитоге- 
нетиком растений — прозвучала реплика о том, что гетерозиготы по транслока- 
циям полустерильны. На это последовал ответ приблизительно следующего со- 
держания: «Ну это у вашей дрозофилы так, а то, что наблюдается у дрозофилы, 
нельзя переносить на растения». И это притом, что у дрозофилы полустериль- 
ность наблюдать как раз-таки нельзя, в отличие от растений, так как на жизне- 
способность ее гамет анеуплоидия, по-видимому, вообще не влияет. 
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К чему приведет кроссинговер в транслокационном кресте? Понятно, что 
нас не может интересовать кроссинговер в плечах хромосом, не затронутых 
транслокацией, где в нем не может быть ничего необычного, равно как и крос- 
синговер дистальнее точки разрыва. Небезынтересен лишь кроссинговер меж- 
ду точкой разрыва и центромерой. Чтобы понять, как будет разрешаться крест 
в этом случае, нужно принять во внимание, что хромосомы расходятся за цен- 
тромеры, а диагональные и смежные расхождения касаются только центромер. 
Если мы нарисуем, куда расходятся какие фрагменты хромосом в случае крос- 
синговера, мы увидим, что диагональные и смежные расхождения поменяются 
местами в смысле сбалансированности продуктов первого деления — теперь 
смежные расхождения будут давать жизнеспособные продукты, имеющие все 
хромосомные фрагменты в одной копии, а диагональные — нежизнеспособ- 
ные, с делециями и дупликациями участков дистальнее точки разрыва. Только 
и всего. 

А что мы имеем для генетической карты? Обратим внимание, что четыре 
хромосомы более не расходятся в анафазе первого деления мейоза независимо. 
При диагональном расхождении в каждую клетку диады попадают все четыре 
участка двух хромосом, вовлеченных в транслокацию. В каждом случае они 
воспроизводят либо отцовскую, либо материнскую конфигурацию, и во всех 
четырех все аллели, пришедшие от матери либо отца, наследуются совместно, 
с точностью до кроссинговера между локусом и точкой разрыва — центром 
креста. (Заметим, что положение центромеры здесь значения не имеет). Таким 
образом, сцепленными оказываются локусы обеих хромосом, вовлеченных 
в реципрокную транслокацию. Как следствие мы получим крестообразные 
генетические карты — все четыре линейных отрезка окажутся сцепленными 
через точку разрыва. Снова генетическая карта воспроизводит картину, на- 
блюдаемую в профазе и метафазе первого деления мейоза под микроскопом! 

По какой-то нелепой исторической причине это явление называется 
«псевдосцеплением». По-видимому, имелось в виду, что сцепление в генети- 
ческой карте для «нормального» для вида кариотипа — истинное, а сцепле- 
ние в «перестроенных» хромосомах — «ложное». Но вы могли убедиться, что 
картина симметрична и не показывает нам, какие пары хромосом являются 
перестроенными, а какие — неперестроенными, те хромосомы, которые фи- 
зически не сцеплены в одной конфигурации, сцеплены во второй, и обе не- 
гомологичные хромосомы наследуются совместно, так что все наблюдаемое 
в данном случае генетическое сцепление на самом деле истинно. 

Таким образом, наблюдаемое в опыте сцепление локусов из разных групп 
сцепления свидетельствует о том, что мы имеем дело с потомством гетерози- 
готы по реципрокной транслокации. Поиск транслокаций путем скрещивания 
стестерными линиями, у которых маркированы многие хромосомы, называет- 
ся тестом на псевдосцеиление. 
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Теоретически у нас еще остается возможность аномального расхождения 
тетравалента, при котором к одному полюсу отходят три хромосомы, а к дру- 
гому — одна. Клетка диады, получившая одну хромосому, будет лишена двух 
фрагментов хромосом и должна быть нежизнеспособной. Жизнеспособность 
клетки диады, получившей три хромосомы, т. е. дупликацию двух хромосомных 
фрагментов, и ее потомков зависит от размера той хромосомы, которая будет 
дополнительной к тем двум хросомомам, которые попали бы в нее в случае жиз- 
неспособного диагонального расхождения. Если эта хромосома невелика, то эти 
гаметы и образующиеся из них зиготы могут быть жизнеспособными. Такие 
зиготы будут иметь в кариотипе небольшую добавочную хромосому, т. е. будут 
являться трисомиками. Эта добавочная хромосома будет составлена из двух 
фрагментов, гомологичных фрагментам двух более крупных хромосом. Какие 
хромосомы являются «обменными», а какие «нормальными» — две крупные 
или одна добавочная мелкая — зависит от того, что было взято в опыт. Чаще 
хромосомы нормального кариотипа имеют сопоставимые длины, а мелкая хро- 
мосома возникает в качестве одного из продуктов транслокации, но исключе- 
ний здесь может быть едва ли не столько же, сколько подтверждений. Трисомия 
такого происхождения называется 'претичной трисомией. 

Не берусь сказать, зависит ли частота аномальных расхождений тетрава- 
лента 3 : 1 от размера хромосом, но зарегистрировать мы их можем только 
в случае, если одна из них невелика и совместима с жизнью гаметы и зиготы. 
В частности, такая небольшая обменная хромосома возникла у гороха в ре- 
зультате транслокации Хаммерлунда, которая была первой известной трансло- 
кацией в истории генетики. В потомстве гетерозигот по этой транслокации 
возникает около 1 % третичных трисомиков, где нормальный кариотип допол- 
нен небольшой обменной хромосомой. Любые трисомики, как правило, узна- 
ваемы по фенотипу, причем фенотип зависит от того, какие участки хромосом 
дуплицированы, по сути — от немногих генов, находящихся в этих участках 
и имеющих фенотипическое проявление в тройной дозе. Третичные трисоми- 
ки, в которых нормальный кариотип дополнен маленькой обменной хромо- 
сомой транслокации Хаммерлунда, имеют замедленный рост, волнистые при- 
листники и листочки и резко увеличенные прицветники. 

Скрестив транслокацию Хаммерлунда с горохом нормального кариоти- 
па, маркированным рецессивными аллелями вблизи точки разрыва, и обра- 
ботав гетерозиготу химическим мутагеном, нам удалось среди образовав- 
шихся спорофитных леталей выявить те, которые находились в нормальном 
кариотипе и были сцеплены с точкой разрыва. Они были выявлены по дефи- 
циту носителей рецессивнных аллелей при посемейном высаживании потом- 
ства от самоопыления гетерозигот по транслокации на следующее поколение 
после обработки мутагеном. Теперь в потомстве гетерозигот по транслока- 
ции не было гомозигот по неперестроенным хромосомам из-за летали, а были 
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только гетерозиготы, гомозиготы по перестроенным хромосомам, а также 
третичные трисомики, у которых к нормальным хромосомам была добавлена 
обменная. Обменная хромосома содержала нормальный аллель того локуса, 
в котором нормальные хромосомы несли леталь, и тем самым спасала сво- 
их носителей. В результате в потомстве таких трисомиков выживали только 
трисомики, и мы получили стабильную, размножающуюся в чистоте трисо- 
мную линию гороха. 


16.7.5. Робертсоновские транслокации 


Гетерозигота по робертсоновской транслокации в мейозе приводит 
к образованию тривалента — два акроцентрика спариваются с одним ме- 
тацентриком. Возможно помыслить три варианта расхождения тривален- 
та — метацентрик против двух акроцентриков, либо метацентрик и первый 
акроцентрик против второго акроцентрика, либо метацентрик и второй 
акроцентрик против первого акроцентрика. Первый вариант является сба- 
лансированным, второй и третий — несбалансированными и с большой 
вероятностью летальными. В том, что происходит на самом деле, не впол- 
не прослеживаются закономерности. У человека сбалансированными явля- 
ются примерно 4/5 робертсоновских расхождений, хотя часть несбаланси- 
рованных, по-видимому, выпадает из анализа, так как приводит к слишком 
ранней гибели эмбриона. У мыши почти все расхождения сбалансированы. 
У некоторых млекопитающих, например, землероек, имеющих две У-хромо- 
сомы, гомологичных одной Х-хромосоме, они облигатно образуют в мейозе 
робертсоновский тривалент и расходятся корректно. Механическая причина 
таких различий в расхождении робертсоновских тривалентов у разных ви- 
дов млекопитающих неясна. Некий эволюционный смысл можно усмотреть 
в том, что робертсоновские перестройки очень обычны именно у грызунов, 
хотя неясно, что здесь является причиной и следствием — робертсоновские 
перестройки появляются вследствие сбалансированного расхождения три- 
валентов или же мы видим следствие длительного отбора в пользу сбалан- 
сированного расхождения в эволюционной линии, по каким-то причнам 
подверженной робертсоновским перестройкам. У дрозофилы акроцентри- 
ки, соответствующие плечам метацентриков, были получены искусственно. 
У самцов несбалансированными были 1-2 % расхождений тривалентов, у са- 
мок — около 15 %, что можно связать с различными механизмами спарива- 
ния хромосом и связи бивалентов в мужском и женском мейозе. При этом 
введение инверсий вблизи центромеры увеличивало частоту несбалансиро- 
ванных расхождений у самок, что можно объяснить нарушением спаривания 
в области центромер. 
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Не связанные с изменением плоидности меж- и даже внутривидовые 
различия по числу хромосом, часто значительные, весьма распространены 
в некоторых группах бабочек, однако о них вряд ли можно говорить како ро- 
бертсоновских транслокациях, поскольку хромосомы бабочек голоцентриче- 
ские. У таких хромосом центромерная активность рассеяна по хромосомам, 
микротрубочки прикрепляются по всей их длине, но в анафазе перестраива- 
ются так, что большая часть их прикрепляется к концу хромосомы, которая 
становится как бы «эффективно акроцентрической». Считалось, что у ба- 
бочек гибриды между носителями разного числа хромосом должны иметь 
проблемы в мейозе и это должно давать вклад в репродуктивную изоляцию. 
Однако есть данные, что поливаленты у них расходятся в основном сбалан- 
сированным образом. 
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ГААВА 17 


ЭФФЕКТ ПОЛОЖЕНИЯ. РОЛЬ ХРОМОСОМНЫХ 
ПЕРЕСТРОЕК В ЭВОЛЮЦИИ 


17.1. Эффект положения 


17.1.1. Общие замечания 


Транскрипция ДНК эукариот осуществляется сложнейшей молекулярной 
машиной, которая принимает во внимание не только кодирующую последо- 
вательность, но и весьма протяженные и зачастую находящиеся достаточно 
далеко на хромосоме регуляторные последовательности, способные к связыва- 
нию с определенными белками. Неудивительно, что на возможность и интен- 
сивность транскрипции, т. е. на экспрессию гена, оказывает сильнейшее вли- 
яние его хромосомное окружение, а в более широком масштабе — состояние 
хроматина на данном участке хромосомы. Детектируемые на уровне фенотипа 
различия в экспрессии одного и того же гена, оказавшегося в разном хромо- 
сомном окружении, принято называть общим термином эффект положения, 
который подразделяется на эффект положения конститутивного и мозаично- 
го типов. 


17.1.2. Эффект положения конститутивного типа 


Ещев 1925 г. А. Стертевант обнаружил, что фенотипический эффект ре- 
дукции глаза у дрозофил, несущих мутацию Ват, зависит не только от того, 
сколько копий соответствующего участка генома имеет муха, но и от того, как 
они расположены: гетерозиготы В* и ВВ (норма против ультра-Ваг) демон- 
стрируют большую степень редукции, чем гетерозиготы В В, т.е. тандемная 
трипликация данного участка хромосомы в гетерозиготе с нормальной хромо- 
сомой нарушает развитие глаза сильнее, чем гомозигота по двум тандемным 
дупликациям, несмотря на то, что общая доза дуплицируемого участка в обо- 
их случаях одинакова. 
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В 1934 г. Дубинин и Сидоров опубликовали данные о фенотипическом 
проявлении аллелей локуса сибЙиз пиеггир!из в условиях хромосомной пере- 
стройки. Нормальный аллель этого локуса, вследствие инверсии перенесен- 
ный из прицентромерного гетерохроматина в эухроматин, из доминантного 
становится полудоминантным. Таким образом, наблюдалось ослабление экс- 
прессии гена, оказавшегося в «непривычном» хромосомном окружении, что 
даже получило название «эффект Дубинина». Обратим внимание на то, что 
в данном случае ослабление наблюдалось при перенесении гена из гетерохро- 
матина в эухроматин, хотя общепризнано, что эухроматин в среднем транс- 
крипционно гораздо активнее гетерохроматина, и мы могли бы ожидать ско- 
рее обратного эффекта. Но перед нами исключение, не более чем один из част- 
ных случаев. 

Подобные явления устойчивого изменения экспрессии гена в изменен- 
ном хромосомном окружении получили общее название эффекта положения 
конститутивного типа. Сами по себе они указывают на важность хромосо- 
много окружения для экспрессии генов. Однако следующее явление, эффект 
положения мозаичного типа, позволяет еще глубже проникнуть в эти зако- 
номерности. 


17.1.3. Эффект положения мозаичного типа 


Эффект положения мозаичного типа — принятый в русскоязычной ли- 
тературе эквивалент выражения роз оп еНес( уайезаНоп, которое дословно 
переводится как «пестрота эффекта положения». Он был обнаружен Г. Мёл- 
лером в 1930 г. в опытах, вовлекающих инверсию по первой хромосоме му(1) 
и/"“ (рис. 17.1). 

Одна из точек разрыва инверсии находилась в эухроматине поблизости 
от локуса у, другая — в гетерохроматине. В результате инверсии нормальный 
аллель \/* оказался перенесенным в непосредственную близость к блоку гете- 
рохроматина, вернее, к усеченному блоку гетерохроматина. В результате экс- 
прессия аллеля оказалась неустойчивой, что легко наблюдать у самцов, имею- 
щих этот аллель в гемизиготе: красная окраска их глаз оказалась неравномер- 
но-пятнистой, с неокрашенными секторами (рис. 17.1). 

Хотя в данном случае речь идет лишь о перемещении аллеля дикого типа 
в несвойственное ему положение на хромосоме с сохранением его первичной 
структуры и ближайшего хромосомного окружения, исторически он был обо- 
значен как особый аллель гена /, и" — иййе тоШЕей («белый пятнистый»). 
Вернее, существует серия таких аллелей, и среди них — весьма популярный 
в исследованиях эффекта положения мозаичного типа и“. Для удобства запи- 
сей генотипа эта практика поддерживается до сих пор. 
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Нормальная 
Х-хромосома 


Рис. 17.1. Классический пример эффекта положения мозаичного типа (пятнистая окра- 
ска глаза мухи — слева и справа), связанный с мозаичной инактивацией гена \/ вслед- 
ствие инверсии хромосомы 1 (в середине) [Жимулев И.Ф., Коряков Д.Е. Хромосомы 
Структура и функции. Новосибирск : Изд-во СО РАН, 2009. 258 с.] 


Наличие локальных окрашенных и неокрашенных пятен, а не равномерно 
ослабленной окраски глаза мухи, само по себе говорит о многом. Во-первых, ак- 
тивация гена и на соответствующей стадии развития глаза происходит по зако- 
ну «все или ничего». (При обсуждении этого классического примера эффекта 
положения для простоты принято некорректно говорить об «инактивации гена 
и», в то время как речь идет о не произошедшей его активации, что не одно 
и то же. Однако корректное выражение было бы громоздким, поэтому ниже мы 
также будем говорить об «инактивации»). Во-вторых, окрашенные либо неокра- 
шенные клетки в пределах пятна с очевидностью представляют собой один клон 
клеток. При этом ген и/ активировался либо не активировался у предка этого 
клеточного клона, и это его активное либо неактивное состояние неизменно пе- 
редавалось от клетки-предка к клетке-потомку эпигенетически. В-третьих, хао- 
тичный характер пятен говорит о том, что эта неактивация гена в нужное время 
происходит стохастически с некоторой вероятностью, а не строго закономерно. 

Дальнейшие многочисленные опыты в разных лабораториях мира пока- 
зали следующее: 

— Сам по себе ген и никак не страдает — на основе [иу(1)м”"* можно инду- 
цировать новую перестройку, которая возвращает его в эухроматин; при этом 
его нормальная экспрессия восстанавливается. 

— Эффект положения мозаичного типа можно получить, перенося ген 
в непосредственную близость разных районов гетерохроматина — но не лю- 
бых его районов. Таким образом, помещение гена в непосредственную бли- 
зость к блоку гетерохроматина является необходимым, но не достаточным ус- 
ловием проявления эффекта положения мозаичного типа. 
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— Подобные эффекты были продемонстрированы и на примере влияния 
на экспрессию многих других генов. 

В особенности интересно проследить активацию-инактивацию тесно сце- 
пленных генов при эффекте положения мозаичного типа. При этом был от- 
крыт так называемый эффект распространения (зргеа@ пе еНес®. Оказалось, 
что инактивация распространяется от границы блока гетерохроматина. Если 
какой-то из генов эухроматинового в норме участка хромосомы, перенесен- 
ного в близость блока гетерохроматина, оказывается инактивированным, то 
инактивированными будут и все гены между этим геном и блоком. (Впрочем, 
в 1991 г. Е.С. Беляевой, в то время сотрудницей ИЦигГ СО РАН, была открыта 
и прерывистая инактивация, когда внутри инактивированного участка оста- 
ются активные островки.) При этом вероятность инактивации гена падает 
по мере удаления от блока гетерохроматина. Но если инактивация все же про- 
исходит, то она всегда полная, так что принцип «все или ничего» сохраняется. 

Оказалось, что инактивация генов может распространяться от границы 
гетерохроматинового блока на десятки сантиморганов — это примерно 5 млн 
пар оснований и 170 дисков политенной хромосомы. 

Из этих фактов логично сделать предположение, что эффект положения мо- 
заичного типа состоит в распространении волны гетерохроматинизации от гра- 
ниц гетерохроматинового блока на оказавшийся по соседству эухроматиновый 
в норме участок хромосомы, причем эта волна случайным образом распростра- 
няется на разное расстояние от границы гетерохроматинового блока — подобно 
тому как не каждая волна достигает ваших ног, когда вы стоите у самого прибоя. 
Это означает, что гетерохроматином в принципе может стать любой участок 
хромосомы вне зависимости от первичной структуры ДНК, иными словами, ге- 
терохроматин — это состояние. Напомним свойства гетерохроматина — плот- 
ная упаковка, поздняя репликация, склонность к эктопическим контактам, осо- 
бый белковый состав — например, наличие белка НР-1. 

Эти предположения нашли свое подтверждение в исследовании модифи- 
кации эффекта положения мозаичного типа. 


17.1.4. Модификация эффекта положения 


Фенотипические проявления эффекта положения мозаичного типа сами 
оказались изменчивыми. На примере с пятнистыми глазами могли изменяться 
размер пятен и общая площадь неокрашенной поверхности глаза. Было об- 
наружено, что такие модификации могут быть вызваны тремя классами фак- 
торов: 1) температурой, 2) общим количеством гетерохроматина в ядре и 3) 
определенными мутациями. Оказалось, что эти факторы всегда влияют одно- 
временно и скоррелированно сразу на два параметра: суммарную долю клеток, 
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в которых ген не экспрессировался, и дистанцию эффекта распространения. 
Рассмотрим вкратце примеры действия этих факторов. 

В классическом примере с инактивацией гена и мухи, развивавшейся при 
температуре 16 °С имеют белые глаза, при температуре 24 °С — мозаичные 
глаза, при 29 °С — красные. Оказалось, что влияние температуры происхо- 
дит в ограниченный период раннего эмбриогенеза — как раз на той стадии, 
когда происходит формирование гетерохроматина. Физический смысл этого 
влияния понятен — формированию более плотной упаковки хроматина спо- 
собствует именно низкая температура (подобно тому, как она же способствует 
межаллельной комплементации за счет кооперативного эффекта в третичной 
структуре белка, см. главу 3). 

Влияние общего количества гетерохроматина в ядре проще всего изу- 
чать, варьируя дозу У-хромосомы, поскольку У-хромосома целиком состоит 
из гетерохроматина, а изменение ее дозы не оказывает влияния на фенотип 
мухи (за исключением исчезновения мужской фертильности у самцов ХО). 
На рис. 17.2 показаны схемы получения самцов с разной дозой У-хромосо- 
мы, использующие ХХ- и ХУ-компаунды. Эффект дозы У-хромосомы очень 
похож на эффект температуры (рис. 17.2). Добавление лишних У-хромосом 
препятствует инактивации гена и”"* — мухи имеют красные глаза; при отсут- 
ствии У-хромосомы ген и/ инактивируется во всех клетках — глаза у мухи по- 
лучаются белые. Данный феномен можно интерпретировать следующим об- 
разом — в ядре производится некое фиксированное количество фактора (по 
всей видимости белкового), запускающего гетерохроматинизацию хроматина. 
Он перераспределяется по своим «посадочным местам». Гетерохроматиновая 
У-хромосома имеет определенное количество таких «посадочных мест», ко- 
торые конкурируют за гетерохроматинизирующий фактор с участком эухро- 
матина, подвергающегося гетерохроматинизации, которая распространяется 
со стороны блока конститутивного гетерохроматина. При увеличении дозы 
У-хромосомы общее количество «посадочных мест» и конкуренция за гете- 
рохроматинизирующий фактор увеличивается, поэтому волна гетерохрома- 
тинизации затухает быстрее. При отсутствии У-хромосомы в ядре появляется 
большое количество несвязанного фактора гетерохроматинизации, поэтому 
волна гетерохроматинизации в среднем распространяется дальше. 

Мутации, фенотипическое проявление которых сводится к модификации 
эффекта положения мозаичного типа, подразделяются на два класса: 

1) супрессоры эффекта положения мозаичного типа, подавляющие инак- 
тивацию генов (вернее сказать, способствующие активации генов), обозначае- 
мые 5$и(уаг) (зиргеззог оруапезай оп); 

2) энхансеры эффекта положения мозаичного типа, способствующие 
инактивации генов, обозначаемые Е(уаг) (епсБапсег оруайезаНоп). 
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Такие мутации в аутосомах выявляют, подвергая воздействию мутаген- 
ных факторов самцов и/ и скрещивая их с самками, несущими аллель и" м”, 
проявляющий эффект положения мозаичного типа. В потомстве от этого 
скрещивания анализируют фенотип самцов, которые наследуют Х-хромосо- 
му вместе с аллелем м" в гемизиготе на предмет заметного увеличения или 
уменьшения неокрашенной площади глаза, т. е. вероятности инактивации у" 
в эмбриогенезе. Таким образом можно выявить эффект индуцированных му- 
таций в гетерозиготе. 


а ^ 6 д ^ 
© . гы 
х = —— <. х 

у 
_| а 
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©) = ®) — © 
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Рис. 17.2. Получение самцов дрозофилы без У-хромосомы и с двумя У-хромосомами 
с использованием компаундов (сцепленных хромосом) (ХХ) и (ХУ). Компаунд (ХХ) 
представляет собой изохромосому, состоящую из двух длинных плеч Х-хромосомы, 
соединенных центромерой. Компаунд (ХУ) представляет собой У-хромосому со своей 
собственной центромерой, к длинному плечу которой транслокационным путем до- 
бавлено длинное плечо Х-хромосомы [Жимулев И.Ф. Общая и молекулярная генети- 
ка. 2-е изд., испр. и доп. Новосибирск : Сиб. ун-тское изд-во, 2003. 479 с., с изм.] 


16 °С 29 °С 
м/т4/0 иит4/УУ 
Е(уаг)/+ Зи(уа!) /+ 


Рис. 17.3. Модификация эффекта положения мозаичного типа, связанная с аллелем 
у"ййе "°\ 4 (уу") под действием температуры, дозы У-хромосомы и мутаций по супрес- 
сорам и энхансерам эффекта положения [Жимулев И. Ф., Коряков Д.Е. Хромосомы. 
Структура и функции. Новосибирск : Изд-во СО РАН, 2009. 258 с.] 
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В каждом классе модификаторов эффекта положения мозаичного типа 
существует около десятка неаллельных друг другу мутаций со сходным эф- 
фектом, соответствующие им локусы обозначаются порядковыми номерами. 

Напомним, что локусы названы энхансерами или супрессорами по тому 
фенотипу, который оказывает аморфная мутация по данному локусу в гете- 
розиготе, т. е. когда в ядре присутствует один функциональный аллель вместо 
двух. В гомозиготе такие мутации, как правило, летальны. Однако если в ге- 
ном добавить третий функциональный (нормальный) аллель, то наблюдается 
обратный эффект на инактивацию генов при эффекте положения мозаично- 
го типа. Таким образом, супрессоры эффекта положения корректнее было бы 
назвать гапло-супрессорами-трипло-энхансерами, а энхансеры эффекта по- 
ложения — гапло-энхансерами-трипло-супрессорами. Приходим к несколько 
парадоксальному выводу, что вопреки своему названию, локусы супрессоров 
эффекта положения кодируют белки-активаторы эффекта положения (вернее, 
активаторы гетерохроматинизации), а локусы энхансеров — белки-репрессо- 
ры эффекта положения (гетерохроматинизации). Нужно также напомнить, 
что супрессия эффекта положения мозаичного типа состоит в активации гена, 
его проявляющего — здесь важно не запутаться в логической цепочке трой- 
ных отрицаний: в случае супрессора эффекта положения удаление его копии 
подавляет подавление активности гена, проявляюшего эффект положения. 

Неудивительно, что среди супрессоров и энхансеров эффекта положения 
мозаичного типа оказались гены многих структурных белков гетерохромати- 
на и белков, которые могут влиять на принятие хроматином того или иного 
состояния. Гены белков гетерохроматина оказались супрессорами, гены бел- 
ков эухроматина — энхансерами. Например, продукт гена $и(уаг)2-5 — это тот 
самый белок НР-1, непреложный компонент гетерохроматина. А продукт гена 
Зи(уат)3-9 метилирует гистон НЗ, создавая сайт посадки НР-1. Сопряженным 
деметилированием НЗ по другому остатку занимается продукт гена $и(уат)З-3. 
Таким образом, изучение эффекта положения мозаичного типа позволило 
провести генетический анализ компонентов хроматина. 

Вся совокупность экспериментальных данных по эффекту положения 
мозаичного типа позволяет построить следующую гипотетическую картину 
явления в целом. На хромосоме имеются центры инициации гетерохрома- 
тинизации. Гетерохроматинизация распространяется по соседним центрам 
от одного к другому за счет кооперативного эффекта, подобно росту кристал- 
ла. Это распространение идет до некоего терминатора, который на данный 
момент является теоретическим объектом, функционально необходимым, но 
экспериментально не обнаруженным. В норме граница блока гетерохромати- 
на определяется терминатором. Перестройка, разрывающая этот блок и поме- 
щающая туда в норме эухроматиновый фрагмент, удаляет этот терминатор, 
поэтому гетерохроматинизация, не встречая терминатора, распространяется 
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по фрагменту до того места, до которого в ядре хватает резерва необходимых 
для нее белков. В пользу этого предположения говорит тот факт, что не вся- 
кая перестройка вызывает эффект положения — по-видимому, в ряде случаев 
терминатор остается на месте, или пришедший в соседство с конститутивным 
гетерохроматином фрагмент сам содержит (возможно случайно) некий тер- 
минатор. Гетерохроматинизация той или иной протяженности формируется 
в раннем эмбриогенезе по закону «все или ничего» и потом лишь поддержи- 
вается эпигенетически, также за счет кооперативного эффекта. Закон «все или 
ничего» означает, что участок хромосомы не может быть немного гетерохро- 
матиновым, как нельзя быть немного беременным. Однако то или иное со- 
стояние хроматина устанавливается в раннем эмбриогенезе тонким балансом 
белковых факторов. Мозаичность возникает на участках хромосомы, оказав- 
шихся в зоне неопределенности, когда судьба участка зависит от флуктуаций 
локальной концентрации ключевых белков. 

Отметим, что в случае эффекта положения мы в некотором смысле еще 
остаемся в лоне классической генетики и ее методологии — мы не знаем физи- 
ческой природы терминатора, не можем идентифицировать его на расшифро- 
ванном полном геноме дрозофилы, но, исходя из наблюдения за признаками 
мухи, точно знаем то, что он существует, и то, как он функционирует. 


17.1.5. Использование транспозонов 


Вышеупомянутые экспериментальные исследования эффекта положения 
с использованием его супрессоров и энхансеров подразумевали сохранение 
местоположения целевого гена, экспрессия которого изучалась при измене- 
нии генетического фона. Был применен и противоположный подход — когда 
на одинаковом генном фоне менялось положение целевого гена. Это стало воз- 
можно с использованием транспозонов (о которых речь пойдет ниже, однако 
самые общие представления у вас имеются, и этого в данном случае достаточ- 
но). Был синтезирован Р-элемент, несущий аллель и, и внедрен в мух с гене- 
тическим фоном и’ (самки) либо и (самцы), следовательно, функциональный 
аллель и/+ присутствовал только в составе транспозона. Таким образом появи- 
лась возможность изучать влияние разных участков гетерохроматина на экс- 
прессию одного и того же гена. Было изучено множество встроек такого эле- 
мента в разные места генома. В результате были обнаружены случаи эффекта 
положения как конститутивного, так и мозаичного типов. Чаще встречался 
конститутивный тип. Это можно объяснить тем, что встройка транспозона 
почти не нарушает нормальную организацию хроматина в хромосоме и поло- 
жение его ключевых точек, определяющих его структуру, в частности, распо- 
ложение терминаторов гетерохроматинизации. 
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Подобное исследование эффекта положения мозаичного типа возможно 
иу дрожжей. Экспериментальная система на пекарских дрожжах $асспатотисеу 
сегеуф5еае представляет собой линию, мутантную по какому-либо гену (на- 
пример, гену Аде2, участвующему в биосинтезе аденина), в которую вводится 
транспозон, несущий нормальный аллель этого гена. Внедренный ген, попав- 
ший в близость прителомерного гетерохроматина, в некоторых клеточных 
клонах оказывается инактивированным. В таких клетках накапливается пред- 
шественник аденина красного цвета, так что колонии, выращенные на твер- 
дой среде, оказываются пятнистыми красно-белыми (почти как глаз у мухи!), 
либо с определенной частотой красными или белыми. У пивных дрожжей 
Зешгозасспаготисе$ сегея1ае аналогичные эффекты наблюдаются в линии, му- 
тантной по гену А4еб, при встройке транспозона, несущего функциональный 
его аллель в область прицентромерного гетерохроматина или в половой локус 
та!2. (Дело в том, что у пивных дрожжей система определения полового клас- 
са включает случайную инактивацию копий полового локуса посредством ее 
гетерохроматинизации, поэтому перемещение репортерного гена в район по- 
лового локуса посредством перестройки или встраивания транспозона может 
привести к эффекту положения мозаичного типа). 


17.2. Роль инверсий и транслокаций в эволюции 


17.2.1. Общие замечания 


Совсем недавно, каких-нибудь полвека назад, в научном мире царила ат- 
мосфера опьянения от победы дарвинизма. Автор настоящего текста — сам 
убежденный дарвинист и считает, что это основа всей биологии и что содер- 
жание дарвинизма негативно и состоит в том, что специальных механизмов 
эволюции не существует и вся биологическая эволюция сводится к случай- 
ным процессам, с неизбежностью происходящим среди не вполне точно са- 
мовоспроизводящихся открытых систем, помещенных в конкретную среду. 
Недавно же царил так называемый панселекиионизм, когда было принято 
считать, что все существующее существует исключительно для повышения 
Дарвиновой приспособленности. При этом любой особенности любого орга- 
низма придумывалось объяснение с точки зрения его полезности, и никого 
не смущало, что столь же легко можно было бы придумать объяснение и для 
чего-то противоположного. Вот и цитологи старой школы обычно убежде- 
ны, что раз хромосомные перестройки существуют, значит, они для чего-то 
очень нужны. Определенная тенденция переоценивать их значение сохрани- 
лась и до сих пор. 
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Неудивительно, что имеет место тенденция переоценки значения и тако- 
го результата хромосомных перестроек, как изменение гаплоидного числа хро- 
мосом в эволюции, в частности, в видообразовании. Хочу заметить, что речь 
идет не более чем о переупаковке генома в то или иное количество чемоданов, 
общее содержание которых никак не меняется, и чаще всего не меняются даже 
условия их хранения. Различия в числе хромосом могут опять-таки сказывать- 
ся на протекании мейоза у гибридов, что может действительно способствовать 
репродуктивной изоляции. Но и этот эффект склонны переоценивать, так как 
проблемы в мейозе у гибридов не всегда имеют место. 

Иногда можно услышать мнение, что хромосомные перестройки участву- 
ют в создании репродуктивных барьеров между видами, тем самым «способ- 
ствуя видообразованию». Но не путают ли здесь причину и следствие? Если 
виды отличаются хромосомными перестройками, зафиксированными в ходе 
их независимой эволюции от общего предка, гибриды между ними будут ге- 
терозиготны по перестройкам и действительно могут иметь несколько сни- 
женную фертильность (но не более того), что означает отбор против межви- 
довых скрещиваний. (Заметим, что гетерозиготность по перестройкам снижа- 
ет фертильность, но не жизнеспособность гибридов.) Но сам факт того, что 
перестройка возникла и зафиксировалась в какой-то эволюционной линии, 
говорит о том, что эта линия с успехом миновала момент высокой частоты ге- 
терозигот по этой перестройке. Также не следует думать, что само существо- 
вание видов является «благом», или «целью эволюции». Виды являются небхо- 
димым следствием того, как устроена жизнь на Земле, и (как следствие такого 
ее устройства) того, как она изменяется (т.е. эволюционирует). Ни богатые 
видами, сложные, сбалансированные сообщества, ни сама жизнь как таковая 
не имеют никакой имманентной ценности, не являются ничьей целью и в бук- 
вальном смыле завелись на Земле от сырости. 

С другой стороны, встречаются ситуации, когда хромосомные перестрой- 
ки бывают полезны для приспособленности конкретных организмов (т.е. 
для их жизнеспособности, скорости индивидуального развития и/или пло- 
довитости). Некоторые такие ситуации крайне специфичны, некоторые более 
широко распространены. Одной из наиболее специфичных ситуаций, когда 
множественные хромосомные перестройки специально индуцируются в опре- 
деленных генах определенных клеток, является генерация многообразия имму- 
ноглобулинов в иммунной системе позвоночных. Как мы знаем, наш организм 
способен оказать иммунный ответ практически на любое органическое сое- 
динение (и некоторые неорганические), с которым он никогда не сталкивался, 
благодаря тому, что у него заранее имеются популяции наивных лимфоцитов, 
несущих иммуноглобулины, специфичные «к чему угодно». Для этого в их 
клетках-предшественниках в генах иммуноглобулинов специально индуциру- 
ются множественные перестройки. Этот процесс настолько сложен и специ- 
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фичен, что его рассмотрение требует специального раздела генетики — им- 
муногенетики, поэтому мы оставим его здесь, в нашем общем рассмотрении, 
и вернемся к вопросам, имеющим более прямое отношение к общей генетике. 

Среди хромосомных перестроек наиболее часто встречаются инверсии 
и транслокации. Именно встречаются (в качестве внутривидового полимор- 
физма), а не возникают — рассмотренные выше варианты возможных хромо- 
сомных перестроек скорее всего имеют иные вероятности своего возникно- 
вения — вероятнее всего происходит обмен с сестринской хроматидой или 
гомологом. Однако данные о частоте возникновения всех типов перестроек 
сложно получить в связи с летальностью тех из них, что связаны со значи- 
тельными потерями или дупликацией генетической информации. Инверсии 
и транслокации — это именно те два класса перестроек, которые не изменяют 
состав и качество генетической информации, т. е. это те перестройки, которые 
виды могут позволить себе иметь, а экспериментаторы — наблюдать. 

Но аномалии в мейозе — вещь серьезная, и против них должен действо- 
вать естественный отбор. Тем не менее, многие виды не спешат избавляться 
от полиморфизма по некоторым таким перестройкам, и в некоторых случаях он 
поддерживается естественным отбором. В особенности часто встречается по- 
лиморфизм по инверсиям. В чем же может состоять возможная польза инвер- 
сий и транслокаций? 

Как мы убедились, инверсии резко сокращают или совсем запирают крос- 
синговер в гетерозиготе, так что находящиеся в пределах инверсии аллели на- 
чинают наследоваться как одно целое. Это открывает хорошую возможность 
к созданию супергенов. Удачные сочетания аллелей сцепленных локусов бу- 
дут наследоваться как одно целое, без рекомбинации. У гомозигот по инвер- 
сии кроссинговер будет идти без нарушений, но предполагается, что и аллели 
этих локусов будут находиться в гомозиготе, т. е. удачное сочетание не будет 
нарушено. Как мы увидели выше, по такому пути пошел миметический вид 
РарШо роз, у которого инверсия закрыла рекомбинацию между аллелями 
гена доиЫЕ 5ех. При протяженных инверсиях, способных создавать петли при 
спаривании в профазе мейоза, ситуация ухудшается тем, что любое нечетное 
количество кроссоверных событий, затрагивающих одну хроматиду, превра- 
щает ее в нежизнеспособную перестройку, так что фертильность таких гете- 
розигот падает. Однако кроссинговер можно вообще исключить, если, к при- 
меру, добавить внутрь инверсии еще одну инверсию. Это резко ограничит 
способность к образованию петель и зону гомологичного спаривания внутри 
охватывающей инверсии, т. е. сделает сам кроссинговер редким событием, что 
восстановит фертильность гетерозигот. Как мы увидим, по тому же пути по- 
шел и экспериментатор при создании балансерных линий. 

Кроме того, само по себе гетерозиготное состояние значительного участ- 
ка генома может быть выгодно за счет эффекта гетерозиса, что может создать 
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предпосылку для сбалансированного полиморфизма — когда селективное 
преимущество гетерозигот не дает исчезнуть из популяции обоим гаплоти- 
пам этого участка. Однако поддержка протяженного участка гетерозиготно- 
сти за счет инверсий оправдана только в случае сверхдоминирования одно- 
временно по нескольким локусам этого участка. В то же время более вероятная 
интерпретация гетерозиса как следствия высокой средней гетерозиготности, 
что снижает вероятность выхода в гомозиготу гипо- или аморфных аллелей 
важных генов, противоречит этой модели, так как инверсии и блоки находя- 
щихся в них сцепленных аллелей будут оказываться также и в гомозиготе и, 
имея в своем составе гипо- или аморфные аллели, в этом состоянии будут, на- 
оборот, отметаться естественным отбором. 


17.2.2. Хромосомные комплексы Реннера 


Казалось бы, транслокации не дают даже и такого выигрыша — кроссин- 
говер подавляется лишь в непосредственной близости от точки разрыва, а фер- 
тильность гетерозигот падает вдвое. Тем не менее, широко известен почти 
невероятный случай облигатного полиморфизма по множественным трансло- 
кациям, который обеспечивает постоянную гетерозиготность. При всей эк- 
зотичности этого случая он по иронии судьбы попал в поле зрения генети- 
ки в самый момент ее переоткрытия и оформления как науки и даже привел 
к появлению термина «мутация», хотя само явление, как выяснилось, не име- 
ло ничего общего с тем понятием — изменением гена — которое имел в виду 
предложивший термин Гуго Де Фриз и которое вкладывается в него до сих пор. 

Есть такое растение из семейства кипрейных — ослинник (ОепоШета). 
У нас в Сибири оно появляется как заносный сорняк только в последнее время, 
причем это тот же самый ослинник двулетний (Оепо!Шета Мепи!5) (рис. 17.4), 
который с ХУП века разводится в Европе как овощ, известный под названием 
«рапонтика» или «рапунцель»; этот же и другие виды разводятся в качестве 
декоративных цветов. 

Род этот по происхождению американский. Русское название он получил 
еще в качестве перевода устаревшего латинского названия Опаота, что означа- 
ет «пища кулана» (опабег), в генетике же он известен по своему гораздо более 
благозвучному валидному латинскому названию энотера (ОеиоШега), данному 
позднее Линнеем и означающему, по-видимому, «ловец ослов» по-гречески. 
В орбиту генетики попали удивительные виды из подрода ЕиоепоШета. Счита- 
ется, что плейстоценовые похолодания и потепления в Северной Америке, со- 
провождавшиеся миграционными волнами, привели к встрече не до конца ди- 
вергировавших популяций, в результате чего сформировалась следующая по- 
разительная картина. Все энотеры имеют 2п = 14 метацентрических хромосом, 
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однако у многих видов (деление на которые в данном случае условно) боль- 
шинство или все хромосомы вовлечены в реципрокные обмены в прицентро- 
мерном гетерохроматине, причем каждая особь всегда гетерозиготна по всем 
этим транслокациям. Если обозначить плечи хромосом цифрами от 1 до 14, то 
в случае, когда вовлечены все — например у Оеиойета типсай и О. [аеува, 
один родительский кариотип будет содержать хромосомы 1-2, 3-4, 5-6, 7-8, 
9-10, 11-12, 13-14, а второй — 2-3, 4-5, 6-7, 8-9, 10-11, 12-13, 14-1. Получается, 
что в кариотипе таких видов вообще нет ни одной пары гомологичных хромо- 
сом. Нетрудно понять, что получается в профазе первого деления мейоза — 
это будет гептавалент, в котором все эти хромосомы будут спарены, чередуясь 
друг с другом. В пахитене он очень похож на звезду. У О. [ататсЖапа в круговой 
обмен плечами вовлечены 12 из 14 хромосомных плеч, а два плеча образуют 
пару свободных гомологов (рис. 17.4 а). У нашей знакомой О. Шепий!5 в трансло- 
кации вовлечены все хромосомы, но образуется два кольца, а не одно. У других 
видов в круговой обмен вовлечено меньше хромосом. 
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Рис. 17.4. Схематическое изображение паттерна, образуемого хромосомами ОепоШега 
1ататсЮапа в пахитене (а), диакинезе (6) и метафазе (в) [Инге-Вечтомов С. Г. Генетика 
с основами селекции. М. : Изд-во Н-Л, 2010. 718 с.] 


Сложнее понять, как такая структура будет расходиться в анафазе. Ведь 
даже гетерозигота по одной транслокации делает половину гаметофитов не- 
жизнеспособными, а тут их целых семь, что, казалось бы, уменьшает вероят- 
ность жизнеспособных продуктов мейоза до катастрофически низкого уров- 
ня. Однако тут на помощь приходит механическая функция кроссинговера, 
причем в данном случае реализованная с отказом от его рекомбинационной 
функции. Все хиазмы у ослинника локализованы на концах хромосом. В ре- 
зультате, начиная с диплотены, мы вместо звезды наблюдаем уже кольцо 
из 14 хромосом, соединенных концами плеч (рис. 17.5 6). Это делает центро- 
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меры механически свободными друг от друга, и в прометафазе гептавалент 
спонтанно находит состояние, обеспечивающее максимальное натяжение, 
а следовательно, максимальную стабильность микротрубочек, каковое и со- 
храняется в метафазе. Это состояние, при котором центромеры притягивают- 
ся к разным полюсам деления через одну (рис. 17.5 в). Как следствие, в первом 
делении мейоза к одному полюсу пойдет в полном составе один родительский 
геном, а к другому — другой. В этой ситуации как одно целое наследуется весь 
гаплоидный геном, превращающийся в один суперген. Эти совместно наследу- 
емые как одно целое гаплоидные наборы хромосом были названы комилекса- 
ми Реннера, в честь немецкого ботаника и генетика Отто Реннера, известного, 
в частости, как открывателя материнского наследования пластид. 

Казалось бы, для оправдания такой системы гетерозигота по двум полным 
геномам должна содержать очень удачное сочетание аллелей. Но все еще нео- 
бычнее — гетерозиготное состояние оказывается единственным жизнеспособ- 
ным состоянием. Чтобы обеспечить его воспроизводство, каждый из геномов 
содержит летали. Причем у разных видов в них фиксируются разные летали — 
у О. Мепий5 это специфичные для пола гаметофитные летали — один хромо- 
сомный набор оказывается летальным для семяпочек, другой — для пыльцы, 
в результате все семяпочки несут только один родительский набор, а вся пыль- 
ца — только другой, и все спорофиты образуются только гетерозиготными. 
У О. штагсЮаиа родительские хромосомные наборы несут разные рецессив- 
ные спорофитные летали, так что леталь в одном наборе перекрывается нор- 
мальным аллелем в другом. Гомозиготы по каждому из наборов не выживают. 
Данные по гомозиготным видам энотеры дают основания полагать, что при- 
теломерная локализация хиазм и, как следствие, потеря мейотической реком- 
бинации эволюционно предшествовала транслокациям и способствовала их 
возникновению. 

А как же мутации, открытые Де Фризом у О. атагс®апа? Под ними он 
понимал одноактные спонтанные и в дальнейшем наследуемые изменения на- 
следственных факторов, в результате которых один вид превращается в дру- 
гой. В течение семи лет на материале около 53 тысяч растений он нашел та- 
ких мутаций около 800 — т. е. мутантными оказались 1,5 % растений! Причем 
многие из них были идентичными. На самом деле он столкнулся не с мутация- 
ми в нашем современном понимании, а со спонтанными сбоями правильного 
наследования комплексов Реннера за счет сбоев в «правильной» ориентации 
центромер поливалента в метафазе первого деления мейоза (рис. 17.5), что 
встречается не так уж редко. При этом какие-то хромосомные плечи оказы- 
ваются в гаметах в двойной дозе, а какие-то выпадают. Как следствие, образо- 
вавшиеся с участием таких гамет зиготы оказываются трисомиками (по-види- 
мому, их следует трактовать как третичных трисомиков), моносомиками, или 
одновременно трисомиками по одним хромосомным плечам и моносомиками 
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по другим. Кроме того, среди мутаций Де Фриза оказались и кратные измене- 
ния плоидности. 


Рис. 
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17.5. Примеры аномальной ориентации центромер в метафазе Оепошега 


1ататсКапа из работы Де Фриза и Бодеийна 1923 г. [Ре \Уешз Н., Водецп О. Оп фе 
ФзбаБиНоп оЁ пибапё сВагасег$ атопе фе сБгоглозотез оЁ ОепоШега [атагсКаиа /! 


СепеНсс. 1923. \о|. 8. Р. 233-238] Большие буквы обозначают хромосомные плечи, бук- 
выхи ус индексами — центромеры родителей хиу 


Де Фриз опубликовал свою двухтомную монографию «Теория мутаций» 


в 1901 г, а умер в 1935 г., и в учебниках почему-то замалчивается тот факт, что 
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они сам участвовал в выяснении истинной природы своих «мутаций». В жур- 
нале Сепейс$ за 1923 г. имеется статья его и К. Бодеийна, где он классифици- 
рует Свои мутации на истинные рецессивные мутации и мутации со сверх- 
численными хромосомами, В ОСНОВНОМ трисомики, но также множественные 
трисомики и полиплоиды. 

Пример сэнотерой демонстрирует не только мощь адаптивной эволюции, но 
одновременно иее бессмысленность и как минимум ненаправленность. Этот при- 
мер принято рассматривать как апофеоз преимуществ высокой гетерозиготности 
и полного закрепления гетерозиса. Но ведь сам по себе гетерозис чаще всего объ- 
ясняется низкой вероятностью выхода в гомозиготу аморфных мутаций. В дан- 
ном же случае растение, казалось бы, пошло на то, чтобы для обеспечения посто- 
ЯННОЙ гетерозиготности специально фиксировать летали и выводить их в геми- 
или гомозиготу, в каждом поколении «преднамеренно» теряя половину своего 
потомства! Кроме того, вся система комплексов Реннера смогла возникнуть ЛИШЬ 
утех растений, у которых кроссинговер исключен везде, кроме концов хромосом, 
а сама она исключает независимую сегрегацию хромосом в мейозе, т. е. виды, на- 
слаждающиеся постоянной гетерозиготностью, пошли не только на то, чтобы 
половина их потомства была нежизнеспособной, но и на то, чтобы вообще рас- 
статься с рекомбинацией — как кроссоверной, так и сегрегационной, полезность 
которой обычно почитается настолько фундаментальной, что в ней усматривают 
причину возникновения самого полового размножения. По-видимому, мы здесь 
сталкиваемся не с мудрым механизмом, призванным закрепить гетерозис через 
закрепление гетерозиготности по локусам со сверхдоминированием, а всего лишь 
опять-таки с проявлением «храповика Мёллера», подобным тому, что мы видели 
при возникновении половых хромосом — исключение кроссинговера приводит 
к фиксации в каждом из гомологов аморфных мутаций, так что немутантная хро- 
мосома более не может возникнуть вследствие кроссинговера, а жизнеспособным 
оказывается лишь гетерозиготное состояние. 

Сказанное, конечно, не говорит о несостоятельности дарвинизма (равно 
как и не свидетельствуют в пользу любой из «теорий» «разумного замысла»). 
Оно лишь наглядно свидетельствует О ТОМ, ЧТО ЭВОЛЮЦИЯ оппортунистична, 
«локально адаптивна, глобально не направлена», во многом хаотична (чем 
и обуславливается столь высокое «биоразнообразие» на планете) и не особо 
богата общими закономерностями, которые на поверку оказываются всего 
ЛИШЬ слабо выраженными тенденциями, когда число контрпримеров ЛИШЬ 
слегка уступает количеству примеров в пользу. 

Комплексы Реннера существуют ИВ некоторых других родах того же се- 
мейства Опасгасеае, а также описаны у некоторых скорпионов и кузнечиков. 
С таким же явлением мы сталкивались и в случае половых хромосом ехидны, 
у самцов которой в мейозе образуется гептавалент (совпадение с числом хро- 
мосом у энотеры случайно). 


17.3. Последствия хромосомных перестроек для структуры генома 453 


17.3. Последствия хромосомных перестроек 
для структуры генома 


17.3.1. Синтения 


В наш ХХ! век геномных проектов в огромных количествах начала поступать 
информация о том, что собой представляет первичная структура ДНК каждой 
из хромосом анализируемого объекта (количество которых растет экспоненци- 
ально), включая набор, порядок и взаимную ориентацию генов, блоков повторов 
(с ними разбираться проблематичнее) и уникальных некодирующих отрезков. 
Эти проекты сразу же столкнулись с проблемой изменчивости (и начались с во- 
проса «чей персонально геном секвенировать», который сейчас склонен разре- 
шаться в сторону «а давайте всех»). Эта изменчивость распадается на два класса: 
нуклеотидные замены в гомологичных последовательностях и изменения состава 
и/или порядка следования гомологичных последовательностей, т.е. как раз хро- 
мосомных перестроек. При секвенировании геномов выявляются в том числе 
очень небольшие перестройки, не детектируемые на цитологическом уровне. 

Мы можем отслеживать хромосомные перестройки при сравнении гено- 
мов, однако лишь до таких эволюционных дистанций, когда мы еще сможем 
распознать гомологичные фрагменты геномов, сохранившие структуру, схо- 
жую с той, что имелась у их общего предка — прежде всего состав, порядок 
и ориентацию ортологичных локусов. Такие фрагменты называют синтен- 
ными (в дословном переводе с греческого «общенитевыми»), а само явление 
сходства состава, порядка и ориентации локусов какого-либо участка генома 
организмов вследствие общности их происхождения называется синтенией. 
Синтению можно считать косвенно связанной с «законом гомологических 
рядов» Н.И. Вавилова — родственные организмы имеют не только сходные 
гены, но и сходный их порядок, или, иными словами, сходные генетические 
карты, с точностью до того или иного количества хромосомных перестроек, 
произошедших после их дивергенции. 

Особи одного таксона с необходимостью достаточно родственны друг дру- 
гу, если имеют последнего общего предка не столь давно. Например, все люди 
имели его примерно 200 тысяч лет назад; вернее, можно говорить об облаке об- 
щих предков в пространстве и времени, так как для каждого фрагмента генома 
он будет свой. Последний общий предок разных видов и таксонов более высокого 
ранга, как правило, отстоял во времени от современного момента гораздо даль- 
ше, и тем дальше, чем выше ранг таксона, хотя вот здесь возможны самые уди- 
вительные несоответствия, так как все таксономические ранги условны. За это 
время в ведущих к ним разных эволюционных ниточках могли зафиксироваться 
разные совместимые с жизнью хромосомные перестройки — прежде всего ин- 
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версии и транслокации. Причем фиксировались они скорее всего «на правах» 
нейтральной изменчивости под действием генетического дрейфа. В популяцион- 
ной генетике математически выведен парадоксальный, но точный результат: ско- 
рость фиксации (полного вытеснения мутантным аллелем предкового аллеля) 
в популяции мутаций, не влияющих на приспособленность, равна скорости их 
возникновения (см. раздел 23). Поясним — речь идет о скорости возникновения 
мутаций в отдельно взятой копии гена, которая определяется свойствами ДНК 
как носителя наследственности, мутагенными факторами и активностью репара- 
ционных систем. Хотя перестройки и могут влиять на приспособленность, в це- 
лом они, скорее, селективно нейтральны, и скорость их фиксации в эволюции 
в какой-то степени отражает частоты их возникновения. 

Чтобы примерно почувствовать, с какой скоростью накапливаются пере- 
стройки, приведем диаграмму, показывающую гомологию хромосом человека, 
шимпанзе и свиньи (рис. 17.6). 
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Рис. 17.6. Гомология участков хромосом человека, шимпанзе и свиньи. Цифры спра- 
ва от участков хромосом свиньи указывают на номера хромосом человека, участкам 
которых они синтенны [Жимулев И. Ф., Коряков Д.Е. Хромосомы. Структура и функ- 
ции. Новосибирск : Изд-во СО РАН, 2009. 258 с.] 
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Человек и свинья имели последнего общего предка около 100 млн назад 
(заметьте, это было еще в меловом периоде, т. е. за 34 миллиона лет до выми- 
рания диназавров), и в большинстве хромосом мы видим следы примерно 
2-5 точек разрыва транслокаций. Но есть и хромосомы, полностью свободные 
от транслокаций. Всего мы насчитываем на этой картинке у свиньи 46 хромо- 
сомных фрагментов, синтенных человеческим (на уровне присутствия хромо- 
сомоспецифичной ДНК, но не порядка генов, который нам в данном случае не- 
известен). Получается в среднем два фрагмента на одну хромосому гаплоидно- 
го набора человека (круглая цифра здесь — чистая случайность). Однако такое 
количество фрагментов на хромосому создает одна вовлекающая ее реципрок- 
ная транслокация! Если учесть, что эти транслокации могли зафиксироваться 
как в линии, ведущей к человеку, так и влинии, ведущей к свинье, у нас получа- 
ется, что в одной эволюционной линии в среднем для каждой хромосомы фик- 
сируется одна транслокация за 200 млн лет, а это немногим меньше половины 
фанерозоя! И это притом, что носители транслокаций — по сравнению с нор- 
мальным кариотипом — попадаются даже среди нас. Но эти транслокации не 
зафиксировались у всех людей или свиней (как было с теми, которые сейчас 
отличают нас от свиней), а являются всего лишь морфами внутривидового по- 
лиморфизма, которые постоянно появляются в популяциях и исчезают из них. 
При таких медленных темпах фиксации транслокаций выглядит странным, что 
за 5 млн лет со времени последнего общего предка человека и шимпанзе нам 
«удалось» зафиксировать одну робертсоновскую транслокацию — центриче- 
ское слияние в линии человека. Более того, как минимум для млекопитающих 
представленная картина чередования в хромосомах свиньи участков, синтен- 
ных участкам разных хромосом человека (и наоборот), может быть объяснена 
не реципрокными транслокациями, а серией робертсоновских слияний и раз- 
делений (у млекопитающих весьма обычных) и «смен центромеры», когда цен- 
тромера перемещается с одного блока повторов на другой (что можно назвать 
возникновением неоцентромеры или активацией латентной центромеры; 
у млекопитающих такие события зафиксированы). Таким образом, реальная 
скорость фиксации реципрокных транслокаций может оказаться еще ниже. 

И в то же время недавно была опубликована потрясающая цифра, по- 
лученная в результате сравнения полностью прочитанных геномов человека 
и шимпанзе — в ходе дивергенции этих двух видов зафиксировалось 1,5 тыс. 
инверсий! (Впрочем, эта цифра сильно зависит от минимального размера, 
начиная с которого инверсии начинают учитываться. Снизить его до физиче- 
ского минимума в два нуклеотида невозможно, поскольку при очень малых 
размерах перестройки нельзя будет отличить от вариантов гомологического 
выравнивания участков генома с несколькими точковыми заменами.) Исходя 
из того, что общий предок человека и шимпанзе существовал 5 млн лет назад, 
и суммируя время существования обеих наших эволюционных ветвей, имеем 
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1,5 тыс. инверсий за 10 млн лет, т. е. фиксацию одной инверсии за 6,7 тыс. лет. 
Сравним с фиксацией одной транслокации за 200 млн лет! 

Инверсии, особенно небольшие, не выявляются цитологическими мето- 
дами, поэтому их количество долгое время недооценивалось. В то же время 
большая частота инверсий, чем транслокаций не должна нас удивлять — ведь 
инверсия — это продукт обмена хромосомы с самой собой, когда партнер об- 
мена находится рядом по определению, а для того, чтобы произошла трансло- 
кация, в момент разрыва в ядре должны встретиться две негомологичные хро- 
мосомы. Если наше предположение о селективной нейтральности транслока- 
ций и инверсий верно, то скорость их фиксации в эволюции должна отражать 
скорость их возникновения как хромосомных мутаций. Впечатляет здесь то, 
насколько инверсии оказались чаще транслокаций. 

В кариотипах птиц прослеживается довольно четкое разделение на не- 
сколько крупных хромосом и множество крошечных. Крупные хросомомы 
всех птиц не несут следов реципрокных транслокаций (хотя встречаются сви- 
детельства робертсоновских слияний и разделений), и даже соответствуют та- 
ким же хромосомам черепах. 

После этого неудивительно, что принято различать синтению в узком 
смысле как нахождение генов в одной и той же хромосоме (сам греческий 
термин переводится как «общность нити»), синтению по сегменту — на- 
хождение генов в одном и том же участке хромосом, и синтению по поряд- 
ку — когда сохранен порядок между генами. Инверсии эффективно перета- 
совывают гены в пределах одной хромосомы, а транслокации переносят их 
в другую хромосому, последние случаются гораздо реже, поэтому синтения 
по порядку имеет более ограниченное распространение, чем синтения по 
хромосоме и сегменту. 

Впрочем, в разных группах различаются как минимум скорости возник- 
новения транслокаций. Например, робертсоновские транслокации идут очень 
активно у грызунов и почти отсутствуют у хищных. Это как-то связано с тем, 
что по неизвестной пока причине робертсоновские триваленты расходятся 
угрузынов всегда правильно. 

Синтения имеет теоретическое и практическое значение. С теоретиче- 
ской точки зрения, как мы только что убедились, она дает возможность от- 
слеживать хромосомные перестройки и скорость, с которой они фиксируются 
в ходе эволюции. Кроме того, сохранение синтении каких-то участков генома 
в течение длительного времени и у многих организмов может указывать на не- 
частые случаи, когда близкое расположение и даже порядок каких-то генов мо- 
жет иметь значение для их функционирования — допустим, этот район имеет 
особую структуру хроматина или в нем присутствуют некие цис-взаимодей- 
ствия генов. 

Мы могли бы наблюдать синтению и оценивать ее степень, даже сравни- 
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вая рекомбинационные генетические карты родственных организмов. Однако 
подробные генетические карты существуют пока только для очень немногих 
модельных организмов. При этом физические карты появляются с нарастаю- 
щей скоростью для все большего числа видов в связи с прогрессом и удешев- 
лением высокопроизводительного секвенирования, в то время как рекомбина- 
ционные карты требуют исследований по частной генетике объекта, длящихся 
в течение многих десятилетий, включая создание генетических коллекций, 
и такая работа сейчас непопулярна. Поэтому практическое значение приобре- 
тает экстраполяция известных генетических карт на родственные виды, у ко- 
торых генетические карты отсутствуют, а геномы просеквенированы, а также 
обратная экстраполяция физических карт со вторых на первые. В качестве ну- 
левой гипотезы при этом принимается синтения, и исходя из нее мы можем 
предсказывать местонахождение тех или иных генов в геноме видов, полный 
геном которых пока не секвенирован, и действительно находить их. При этом 
задействуется метод генов-кандидатов: идентификации молекулярной при- 
роды генов с известным фенотипическим эффектом путем выявления генов 
с подходящей предполагаемой функцией на отрезках полногеномной после- 
довательности, соответствующих тем участкам рекомбинационной генетиче- 
ской карты, в которых искомые гены локализованы. 

Вот довольно яркий пример: у гороха есть подробные рекомбинационные 
генетические карты, однако геном гороха не был прочитан до 2019 г. В то же 
время среди бобовых растений одними из первых были полностью прочита- 
ны геномы модельного вида люцерна усеченная Ме гсазо {типсайша, а также 
японского лядвенца Го#и5 даротсиз и сои Сусте тах. Все эти виды имеют не- 
большие геномы и находятся в иных трибах семейства бобовых, чем горох. 
Для них не существует ни рекомбинационных генетических карт, ни коллек- 
ций мутаций с видимым фенотипическим проявлением. В то же время значи- 
тельные участки генома у всех бобовых сохраняют синтению; более того, опре- 
деленная синтения прослеживается даже с геномами таких неродственных 
бобовым растений, как виноград и тополь. Многие из генов, стоящих у гороха 
на генетической карте, все же идентифицированы на молекулярном уровне. 
Это позволяет искать их ортологи у видов с просеквенированным геномом и, 
убедившись в сохранении синтении, использовать информацию о сцеплении 
для идентификации генов гороха, известных пока только по своему феноти- 
пическому проявлению. Например, если у гороха изучаемый ген стоит меж- 
ду маркерами с известной первичной структурой, можно найти их ортологи 
улюцерны и перебрать все гены, находящиеся между ними, — по сути, откры- 
тые рамки считывания — угадывая по первичной структуре и предполагаемой 
функции тот, который мог бы обеспечить подобное фенотипическое прояв- 
ление. Генов на участке прочитанного генома (у нас — генома люцерны), со- 
ответствующему нескольким сантиморганам, обычно бывает очень много — 
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несколько сотен, а молекулярная функция многих неясна. Однако их можно 
использовать как молекулярные маркеры для сужения интервала, в котором 
искомый ген находится уже у непросеквенированного вида (у нас — гороха), 
разрабатывая праймеры к генам люцерны и применяя их к их ортологам у го- 
роха в экспериментах по генетическому картированию. В конце концов, можно 
сузить интервал до небольшого и указать искомый ген на молекулярном уров- 
не, причем у обоих объектов сразу. Проверкой идентификации будет полное 
отсутствие рекомбинации предполагаемого гена с изучаемым фенотипиче- 
ским проявлением и нарушенная первичная структура этого гена у мутантных 
линий. Применение этого метода ограничено районами, сохраняющими син- 
тению по порядку, его применение исключает перестройка с точкой разрыва 
в интересующем районе, зафиксированная в одной из эволюционных линий, 
ведущих к сравниваемым видам. Впрочем, одна точка разрыва разделяет син- 
тенную область на две, и можно попытаться определить их границы у каждого 
из сравниваемых видов и продолжать пользоваться синтенией. 

Синтению можно косвенным образом наблюдать и цитологически, ис- 
пользуя сравнительный хромосомный пэйнтинг (согарагауе сБгоглозоте 
раз), или «Гоо Е1зБ». Для этого флюоресцентно меченый ДНК-зонд, спец- 
ифичный для индивидуальной хромосомы одного из видов (который еще нуж- 
но подобрать), гибридизуют на кариотипе другого вида и смотрят, как распре- 
делены соответствующие последовательности по его хромосомам. Именно так 
были получены данные о синтении по сегменту, представленные на рис. 17.6. 


17.3.2. Дупликации ретротранспозонов 


Огромные последствия для структуры генома проистекают из такого 
специфического класса перестроек, как перемещение транспозонов. В особен- 
ности это касается дупликаций ретротранспозонов, поскольку при этом про- 
исходит увеличение количества их копий в геноме благодаря особенностям 
механизма их размножения, тогда как специального механизма уменьшения 
числа этих копий не существует. Надо сказать, что результаты весьма впечат- 
ляют — геномы эукариот не менее чем наполовину (цифра сильно различается 
у разных организмов), а зачастую и на 90 % состоят из копий ретротранспозо- 
нов, в Подавляющем большинстве дефектных, неспособных к перемещениям 
и находящихся на разных стадиях мутационной деградации, а осмысленная 
часть генома, т. е. кодирующие последовательности и несомненные регулятор- 
ные некодирующие области, составляет всего лишь первые проценты (обычно 
не более 5 %). Более детально этот вопрос будет рассмотрен в главе, посвящен- 
ной мобильным генетическим элементам. 
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ГААВА 1$ 


ХРОМОСОМНЫЕ ПЕРЕСТРОЙКИ НА СЛУЖБЕ ГЕНЕТИКИ 


18.1. Вводные замечания: генетические конструкции 


В те времена, когда генетика была только классической, а не молекулярной, 
ее основным методом было наблюдение за поведением генетически контролиру- 
емых признаков в потомстве скрещиваний, по необходимости дополнявшимся 
цитологическим анализом хромосом. В этот период в генетике были поставле- 
ны и решены многие вопросы, связанные с тем, что собой представляет и как 
работает аппарат наследственности. Для ответа на тот или иной вопрос необ- 
ходимо было поставить определенные скрещивания, для которых требовались 
родительские линии с заранее известными свойствами, зачастую весьма отли- 
чающимися от организмов дикого типа. Чем тоньше была проблема, тем изощ- 
реннее требовалась экспериментальная система, позволявшая ее исследовать. 
Некоторые модели позволяли решить сразу несколько задач. В особенности 
глубоко продвинулась разработка таких моделей у дрозофилы. Почти все они 
представляют собой линии, несущие определенные хромосомные перестройки, 
часто по нескольку сразу. Для того чтобы за «поведением» этих хромосом можно 
было следить, а по необходимости и исключить из потомства некоторые геноти- 
пы, в них вводились определенные генетические маркеры — доминантные или 
рецессивные мутации определенных локусов, имеющие легко регистрируемое 
видимое проявление, либо же летали. Такие «меченые перестроенные» хромо- 
сомы принято называть генетическими конструкциями, а работу по их получе- 
нию часто называют хромосомной инженерией. Отметим, что знаменитая генная 
инженерия также предполагает создание определенных конструкций — плазмид 
или мобильных элементов, несущих определенные гены, но уже молекулярными 
методами — рестрикцией, лигированием и пр. Поскольку в современном мире 
генная инженерия более распространена, чем хромосомная, вы можете стол- 
кнуться с употреблением термина «генетическая конструкция» для обозначения 
молекулярных конструкций — здесь опять-таки произошло непроизвольное за- 
имствование неправильно понятого термина из классической генетики. 

Достижения молекулярной биологии позволили проникнуть в природу 
наследственности гораздо глубже и изменять генетическую информацию го- 
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раздо более радикальными средствами. Однако наработанные классической 
генетикой экспериментальные модели никуда не исчезли, а продолжают ис- 
пользоваться и развиваться для проведения все более тонких молекулярно-ге- 
нетических экспериментов. 

Мы с вами уже сталкивались с некоторыми простыми примерами гене- 
тических конструкций у дрозофилы, позволяющими отвечать на особые, но 
простые вопросы: сцепленные Х-хромосомы, позволяющие поддерживать 
Х-хромосому самцов без кроссоверного обмена с гомологом и доказавшие, 
что кроссинговер происходит на стадии четырех хроматид; укороченные 
Х-хромосомы и Х-хромосомы, дополненные плечом У-хромосомы в опытах 
Штерна по получению цитологических свидетельств кроссинговера; дупли- 
кация участка хромосомы, несущего локус Ват, позволившая обнаружить не- 
равный кроссинговер. Познакомимся и с некоторыми другими примерами, 
причем рассмотрим эти экспериментальные технологии и то, как они работа- 
ют в принципе, часто отвлекаясь от важнейшей проблемы детекции нужных 
событий с помощью конкретных маркеров, а также оставляя без внимания 
интеллектуально нагруженную работу по введению этих маркеров в нуж- 
ные хромосомы. На самом деле генетический эксперимент с использовани- 
ем хромосомных перестроек напоминает длительную шахматную партию 
и зачастую требует не меньших интеллектуальных усилий. 


18.2. Картирование генов с помощью делеций 


Генетическое картирование хромосомных перестроек — локализация на ге- 
нетических картах — не менее важно, чем картирование генетических локусов. 
В ходе такого картирования выясняется взаимное расположение локусов и точек 
разрывов и границ делеций и дупликаций. Делеции можно картировать, сводя их 
в гетерозиготе с маркированным рецессивными мутациями гомологом. Такая ге- 
терозигота будет иметь рецессивный фенотип по генам, перекрытым делецией: 
в одном гомологе функция их выключена рецессивными мутациями, о чем гово- 
рит сам факт их рецессивности, в другом гомологе их просто нет. Если делеция 
жизнеспособна, то она будет проявляться как блок рецессивных мутаций по пе- 
рекрываемым ею локусам, причем эти мутации окажутся неразделимыми крос- 
синговером и будут вести себя как суперген, хотя в норме между этими локусами 
и существуют известные рекомбинационные дистанции. Наоборот, с помощью 
делеций возможно картирование рецессивных мутаций на цитологической кар- 
те. Носитель мутации скрещивается с носителями разных делеций с известными 
границами (как правило, летальных в гомозиготе). Сопоставляя границы делеций 
с тем, имеют ли гетерозиготы по делециям мутантный фенотип или нет, можно 
выяснить, где находится соответствующий локус. 
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У дрозофилы границы делеций визуализуются у гетерозигот как выпет- 
ливания определенных участков политенных хромосом, что позволяет карти- 
ровать делеции и рецессивные мутации и на цитологической карте (рис. 18.1). 


18.3. Балансеры 


Для многих генетических экспериментов бывает необходимо вывести ка- 
кой-то участок хромосомы, или всю хромосому, или даже весь геном из-под 
действия кроссинговера с тем, чтобы он сохранял свою целостность и можно 
было бы следить за ним в ряду поколений. Такие эксперименты могут иметь 
следующие цели: 

1) получение и поддержание блоков аллелей локусов одной хромосомы 
в определенной неразрывной комбинации, 

2) введение целой хромосомы от одной линии в другую линию, 

3) быстрая локализация новой мутации с точностью до хромосомы 
(в этом случае маркеры по всей хромосоме наследуются как одно целое), 

4) поддержание леталей в генетических коллекциях, 

5) учет возникновения мутаций, например, леталей или детрименталей, 
в какой-либо конкретной хромосоме. 

В последнем случае исключение кроссинговера нужно по следующим 
причинам: 

а) для регистрации принадлежности мутации именно к этой индивиду- 
альной хромосоме гаплоидного набора — чтобы мы смогли ее зарегистриро- 
вать на основе расщепления потомства по сцеплению с известными нам мар- 
керами, находящимися, однако, на неизвестном рекомбинационном расстоя- 
нии от нее, поскольку всякая новая мутация не картирована; 

6) чтобы быть уверенными, что зафиксированная мутация возникла 
именно в этой индивидуальной хромосоме, а не попала туда в результате крос- 
соверного обмена с гомологом (частота которого в случае каждой новой мута- 
ции нам опять-таки неизвестна); 

в) чтобы сохранить мутацию в этой же самой хромосоме, не позволив ей 
в ряду поколений оказываться в рекомбинантных хромосомах и в иных соче- 
таниях генов. 

Мы уже сталкивались с экспериментальной моделью, позволяющей 
исключить из рекомбинации Х-хромосому дрозофилы, а именно в случае 
Х-изохромосомы, или Х-компаунда («сцепленные Х-хромосомы»), который 
был получен Морганом в 1922 г. Х-хромосома, полученная от самца, избавле- 
на от кроссоверных обменов, потому что почти никогда не оказывается в об- 
ществе другой Х-хромосомы, так как трисомия (в данном случае вторичная) 
по Х почти всегда летальна и всегда стерильна, а с У-хромосомой Х-хромосома 
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Рис. 18.1. Картирование генов на политенной хромосоме дрозофилы с помощью пере- 
крывающихся делеций, включающих локус №кй. Вверху — картина выпетливания од- 
ного из гомологов напротив делеции в другом, как она видна под микроскопом в ядрах 
слюнных желез; в середине — соответствующие участки генетической и цитологиче- 
ской карт, внизу — таблица, указывающая на цитологически детектируемые участки 
(показаны черным) политенной хромосомы, перекрываемые делецией (в левой колон- 
ке — обозначения делеций, заштрихованы участки неопределенности границ делеций) 
[Инге-Вечтомов С. Г. Генетика с основами селекции. М. : Изд-во Н-Л, 2010. 718 с.] 
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не рекомбинирует. Компаунд (ХХ) также не рекомбинирует ни с кем, кроме 
самого себя. В данном случае за нас постаралась эволюция половых хромосом, 
исключив рекомбинацию между Х и У, причем при превращении хромосомы, 
гомологичной Х-хромосоме, в У-хромосому были опять-таки задействованы 
хромосомные перестройки, исключающие кроссинговер, прежде всего инвер- 
сии. Кроме исключения кроссинговера нормальной Х-хромосомы с изохро- 
мосомой (ХХ), эта модель хороша тем, что если самку со сцепленными (ХХ) 
скрестить с самцом нормального кариотипа, то в потомстве этого скрещива- 
ния пришедшая от него нормальная Х-хромосома в неизменном виде будет 
присутствовать только у самцов и никогда не перейдет к самкам. Это удобно, 
например, для поиска видимых мутаций по Х-хромосоме, которые будут про- 
являться только у самцов в гомозиготе и сразу же проявляться в фенотипе. 

Надо сказать, что в линиях, где самки имеют кариотип (ХХ) У с часто- 
той примерно 0,1 % происходит кроссоверный обмен между одним из плеч 
Х и У-хромосомой, так что оба плеча Х «высвобождаются», приобретая пле- 
чи У-хромосомы. Чаще всего используются линии, где оба плеча компаунда 
(ХХ) несут рецессивный аллель у («желтое тело»), а свободная Х-хромосома 
у самцов — нормальный аллель у*. Тем самым рассоединение (ХХ) можно за- 
регистрировать по появлению самцов с фенотипом у и самок с фенотипом у+. 
Исключить рассоединения можно путем использования линии, у которой сам- 
ки имеют компаунд (ХХ) (и не имеют У-хромосомы), а самцы — компаунд (ХУ) 
(последний представляет собой У-хромосому с ее собственной центромерой, 
к одному из плеч которой добавлено длинное плечо Х-хромосомы). При этом 
нерасхождение облигатно зафиксировано межхромосомными связями у обо- 
их полов — одна гамета получает метацентрическую хромосому, вторая — ни- 
чего (рис. 17.2), и ни одна из изохромосом (ХХ) никогда не имеет партнера для 
рекомбинации, кроме самой себя. 

В остальных случаях для исключения кроссинговера по каким-то хромо- 
сомам дрозофилы используются инверсии. Как мы уже знаем, гетерозигота 
по протяженной инверсии сводит кроссинговер в гетерозиготе почти на нет, 
оставляя только двойных кроссоверов. Хорошо бы избавиться и от них. 
Для этого можно свести в гетерозиготу две перекрывающиеся или вложенные 
инверсии, а еще лучше — получить их в одной и той же хромосоме. 

Для ряда задач удобно поддерживать линию, гетерозиготную по инвер- 
сии или нескольким инверсиям в интересующей нас хромосоме, так, чтобы 
все особи в ней были только гетерозиготами. Для этого в каждый из гомоло- 
гов вводится по неаллельной рецессивной летали, так что только гетерози- 
готы и выживают. Такие летали называются сбалансированными, и поэтому 
хромосомы, содержащие инверсии и сбалансированные летали, принято на- 
зывать балансерами. С другой стороны, только так и можно поддерживать ле- 
тали в линии дрозофил без специальных процедур отбора, причем неограни- 
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ченно долго. Действительно, если бы леталь была только одна, то хромосома 
без летали вышла бы в гомозиготу и такие мухи, утерявшие леталь, имели бы 
преимущество по плодовитости и вытеснили бы гетерозигот. А если бы крос- 
синговер не был заперт, хромосома, лишенная леталей, спонтанно возникла 
бы как результат кроссинговера. Исключение кроссинговера по всей хромосо- 
ме позволяет также делать балансерную систему на основе находящихся в ней 
двух леталей, в норме проявляющих слабое генетическое сцепление или не 
проявляющих его вовсе. 

Мы уже видели подобные генетические конструкции, созданные самой 
природой у энотеры, причем весьма впечатляющие. Там была и система сба- 
лансированных леталей, и кроссинговер, исключенный по всему геному кроме 
прителомерных районов. Что, кстати, делало сбалансированными даже лета- 
ли, находящиеся в разных хромосомах. 

Для контроля ситуации в линии, а в большей степени — для слежения 
за перестроенными хромосомами в потомстве от скрещиваний с другими ли- 
ниями, в балансеры вводятся также мутации с доминантным проявлением. 
Удобно, когда и рецессивная леталь, и доминантная видимая мутация явля- 
ются одной и той же мутацией (тогда их не нужно вводить в конструкцию 
по отдельности). Более того, иногда оба эффекта оказываются вызваны самой 
точкой разрыва инверсии. 

Балансеры были введены в практику генетики Г. Мёллером с целью под- 
держания леталей в линиях дрозофил и для учета частоты их возникновения. 
Мёллер особо интересовался вопросами мутагенеза, за что и получил Нобе- 
левскую премию 1946 г. Со временем вокруг каждой первоначальной балан- 
серной системы за счет ее улучшения — введения новых инверсий и марке- 
ров — возникли целые семейства балансеров, все более удобных как в целом, 
так и для конкретных задач. 

Одним из самых ранних балансеров является линия Су Г / Ри. Это ба- 
лансер по хромосоме 2. Один из ее гомологов в этой линии содержит две ин- 
версии — по одной в каждом плече (формально они обозначаются как 1и(21) 
Суи 1и(2т)Г). Этот гомолог маркирован доминантными мутациями Су (Сипу, 
загнутые крылья) и Г (Гофе, маленькие глаза). Второй гомолог также содержит 
инверсию, перекрывающую две предыдущих и несет доминантный маркер, во 
время создания линии обозначавшийся как Ри (коричневые глаза). В дальней- 
шем выяснили, что последний аллелен локусу Би (Бтоми) и теперь он обозна- 
чается как Би’. Три инверсии в гетерозиготе блокируют кроссинговер по хро- 
мосоме 2 практически полностью. Многие аллели дрозофилы с доминантным 
видимым эффектом одновременно являются рецессивными леталями. Так об- 
стоит дело и в случае всех трех доминантных аллелей, вовлеченных в данную 
систему. Мутация Су находится очень близко от точки разрыва инверсии в ле- 
вом плече, но все же отделима от нее исключительно редким кроссинговером. 
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Этот балансер использовался для определения частоты возникновения 
леталей по хромосоме 2, спонтанных или индуцированных исследуемым мута- 
генным фактором. Скрещиваем самцов из выборки, в которой нас интересует 
частота возникновения леталей (обычные самцы в первом случае, подвергну- 
тые мутагенному воздействию во втором), с самками Су Г. / Рт. В потомстве Е, 
которое получает одну из двух хромосом балансера, получаем два фенотипи- 
ческих класса с фенотипами Су Г и Ра. Рассаживаем по индивидуальным про- 
биркам представителей первого класса, Су Г, имеющих генотип Су Г Рт*/Су* 
Г/^Рт+ (справа — хромосома дикого типа, пришедшая от тестируемого самца), 
причем берем только самцов. Поскольку это потомство гетерозиготно уже не 
по трем перекрывающимся, а по двум неперыкрывающимся инверсиям, огра- 
ниченный кроссинговер становится возможным, поэтому на этом этапе берет- 
ся тот пол, у которого кроссинговер в принципе отсутствует. Скрещиваем их 
снова с самками Су Г. / Ри. Поскольку все три маркера проявляют абсолютное 
сцепление, мы имеем четыре возможных с равной вероятностью генотипа зи- 
гот, но гомозиготы по хромосоме Су Г не выживают из-за находящейся в ней 
летали. Три остающихся равновероятных класса должны иметь фенотипы Су 
Г. Ри, СуГи Ра (табл. 18.1): 


Таблица 18.1 
Расщепление фенотипов в потомстве дрозофил 
от скрещивания Су Г Рт' /Су*Т^Рт* х Су Г. Рт* /Су* [1 Рт 


Генотип гамет Су. Рт Су Г Рт 
СуГРт* Нежизнеспособен СугРт 
Су Рт СУГ Рт 


Анализируемая хромосома (нижняя строчка) в обоих случаях находится 
в гетерозиготе, поэтому леталь не проявляется. Чтобы вывести ее в гомози- 
готу, выбирают мух обоего пола с фенотипом Су Г и скрещивают между со- 
бой. Если летали в анализируемой хромосоме нет, мы получим расщепление 
2 СуГ: 1 дикий тип (один генотипический класс не выживает из-за летали 
в хромосоме Су Г). Если леталь есть и именно в анализируемой хромосоме, 
то выживают только гетерозиготы по хромосоме 2 (в том числе и по летали) 
с фенотипом Су Г, без расщепления по фенотипу. Есть очень маленькая веро- 
ятность, что у самок Су Г Рт* / Су" [\Рт*, у которых анализируемая хромосо- 
ма содержит леталь, аллели дикого типа будут отделены от нее крайне редким 
кроссинговером, и тогда мы увидим мух дикого типа. Но вероятность такого 
кроссинговера крайне низка, кроме того, скорее всего кроссинговер произой- 
дет между маркерами Су иГ, т. е. мы увидим муху с нормальным фенотипом 
в отношении одного из них, но не обоих сразу (именно поэтому, чтобы иметь 
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сразу два маркера, мы во втором поколении скрещивания выбираем гетерози- 
гот Су+Г*Рт* СуЁ Рт*, а не Су+Г*Рт* Су+Г*Рт). 

Конструкция Су Г / Рт неудобна в связи с тем, что три инверсии распо- 
ложены в двух разных гомологах, так что у гетерозигот Су Ё / норма возможен 
кроссинговер между плечами. В дальнейшем в этой хромосоме были получены 
дополнительные инверсии, связывающие две исходных, что дало серию балан- 
серных линий, надежно исключающих кроссинговер даже в гетерогизоте с не- 
перестроенной хромосомой. Кроме того, в перестроенную хромосому введены 
рецессивные маркеры. 

По Х-хромосоме полноценные балансеры получить нельзя, поскольку 
для размножения линии необходимы самцы, которые гемизиготны по Х-хро- 
мосоме. Следовательно, как минимум одна копия Х-хромосомы должна быть 
свободной от леталей. Но ее можно снабдить рецессивной мутацией, вызыва- 
ющей в гомозиготе или гемизиготе стерильность одного из полов. Оказалось 
удобнее иметь перестроенную Х-хромосому жизнеспособной, но несущей 
рецессивный аллель женской стерильности, и неперестроенную хромосому 
с леталью. В этом случае мы получаем самоподдерживающуюся балансерную 
систему. Самец может иметь только перестроенную хромосому, так как непе- 
рестроенная несет леталь, а гетерозиготная самка дает гаметы с обоими типа- 
ми Х-хромосом, в ее потомстве самки, гомозиготые по перестроенной хромо- 
соме, стерильны, так что все фертильные самки снова будут гетерозиготными 
по балансеру. 

Однако первая балансерная система на базе Х-хромосомы, полученная 
Г. Мёллером, не имела аллельной стерильности одного из полов и представляла 
собой инверсию Х-хромосомы, обладающую рецессивным летальным эффек- 
том — по-видимому, точка разрыва повредила какой-то жизненно важный ген. 
Эта хромосома маркирована доминантным аллелем Ваг (мы его уже знаем, он 
дает «палочковидные» глаза). Она получила название СВ (здесь В — символ ал- 
леля Ват, [ — символ для летали, С — буквенное обозначение инверсии). Эту 
хромосому можно поддерживать только в гетерозиготе у самок, однако для под- 
держания такой линии нужно постоянно отбраковывать выщепляющихся са- 
мок, гомозиготных по неперестроенной хромосоме, имеющих фенотип В*. 

Если нам нужно определить частоту возникновения летали в Х-хромосо- 
ме, то нам нужно взять тестируемую выборку самцов и скрестить их с самка- 
ми, гетерозиготными по СЁВ. В потомстве тестируемые Х-хромосомы достаются 
только самкам, которые также получают от матери вторую Х-хромосому, кото- 
рая может быть либо нормальной, либо СВ. Отбирают самок, гетерозиготных 
по СВ, ориентируясь по фенотипу В (в гетерозиготе), и скрещивают их с любы- 
ми самцами, поскольку от них нам нужна только У-хромосома. Индивидуаль- 
ные семьи от этого второго скрещивания и представляют собой нашу выборку. 
В этом скрещивании самцы получают свою единственную Х-хромосому в геми- 
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зиготе только от матери. Она может быть двух типов — либо тестируемая, либо 
СВ. Зиготы самцов второго типа не выживают из-за летали. Если не выживают 
вообще никакие самцы, значит леталь несет и тестируемая Х-хромосома. 

Более простым и распространенным методом учета мутаций в Х-хро- 
мосоме являтеся так называемый «метод Мёллер 5», введенный Спенсером 
и Штерном в 1948 г. Он основан на Х-хромосоме, имеющей две инверсии 
и маркированной доминантной мутацией В и рецессивными мутациями: и” 
(аллель гена и, дающий в гомозиготе фенотип «абрикосовые глаза») и сразу 
двумя рецессивными факторами, относящимися к уже известному нам слож- 
ному локусу 5с (5сше). Эта хромосома имеет неформальное название Ва5с, она 
не несет леталей, и поэтому поддерживается в гомозиготной линии. 

Для учета леталей в Х-хромосоме самцов анализируемой выборки скре- 
щивают с самками линии Ва5с и получают самок, каждая из которых насле- 
дует Х-хромосому от одного сперматозоида анализируемого самца. Каждую 
из них скрещивают с самцами, неважно какими, поскольку от них нам нужна 
только У-хромосома. Индивидуальные семьи от этого второго скрещивания 
и представляют собой нашу выборку. Если самка Е, получила Х-хромосому 
с леталью, в ее потомстве не появится самцов дикого типа, не маркированных 
аллелями В, $с и и”, что и позволит нам констатировать леталь. 

Зачем здесь подавление кроссинговера? Мы следим за отсутствием сам- 
цов дикого типа. Но если бы кроссинговер имел место, какое-то количество 
таких самцов выжило бы в случае отделения летали от маркеров кроссингове- 
ром, да и сама комбинация маркеров начала бы разваливаться. Локализация 
летали нам неизвестна, а это значит, что ожидаемый процент кроссинговера 
также неизвестен, и мы затруднились бы определить, имеем мы дело с леталью 
или со случайными отклонениями в расщеплении. 

Заметим, что если дополнить хромосому Ва5с мутацией, вызывающей жен- 
скую стерильность, и поставить в гетерозиготу с Х-хромосомой, несущей ле- 
таль, мы получим ту самую оптимальную сбалансированную систему, о которой 
мы говорили, поднимая тему Х-хромосомы. На основе хромосомы Вас получе- 
но семейство более продвинутых Х-хромосом, блокирующих кроссинговер. 

Вы можете спросить, зачем такие сложности при учете леталей в Х-хро- 
мосоме, если то же самое можно сделать гораздо проще, используя сцеплен- 
ные Х-хромосомы, где отсутствие самцов будет видно в первом же поколении? 
Но дело в том, что мы учитываем не долю самцов, несущих леталь в Х-хро- 
мосоме среди всех самцов: будучи гемизиготами по ней, они просто не могли 
бы существовать. Мы учитываем долю сперматозоидов, несущих леталь среди 
всех сперматозоидов. При скрещивании с самками со сцепленными ХХ каж- 
дый такой сперматозоид с леталью приводит к выпадению одного единствен- 
ного самца, чего мы никогда не заметим. В наших же опытах каждый инди- 
видуальный сперматозоид дает самку Е, которую мы изолируем и получаем 
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от нее одной многочисленное потомство, и по выпадению целого класса сам- 
цов или всех самцов можем узнать о летали в индивидуальной Х-хромосоме, 
полученной этой самкой от самца. 

Г. Мёллером получены балансеры по трем и даже всем четырем хромосо- 
мам сразу. Получен даже балансер с транслокацией хромосом 2 и 3, который 
балансирует их обе. Линии, в которых сбалансированы все хромосомы, необ- 
ХхоДиИмМы ДЛЯ обмена хромосомами между линиями через серию скрещиваний. 
'Трехбалансерные линии также используются для быстрого определения того, 
в какой хромосоме находится новая мутация, так как она с необходимостью 
будет косегрегировать с одним из маркеров, которыми помечены балансеры, 
без рекомбинации с ним даже на значительных дистанциях по карте; а если не 
будет косегрегировать ни с одним, то она находится в хромосоме 4. 

Недостатком таких линий является невысокая жизнеспособность за счет 
обилия мутаций, служащих маркерами, и леталей в гетерозиготе. Кроме того, 
их фертильность снижается и за счет увеличения частоты нерасхождения го- 
мологов. 


18.4. Сегментальная анеуплоидия 


Для многих генетических задач было бы неплохо иметь возможность 
получать короткие делеции или дупликации небольших участков генома, 
заранее зная границы дуплицированного или делетированного участка. Об- 
лучать модельные организмы рентгеновским излучением с целью индуциро- 
вать некие перестройки, выделять среди них делеции и дупликации, а потом 
картировать генетическими методами их границы — путь слишком трудоем- 
кий и тяжелый, особенно в случае дупликаций. Кроме того, многие делеции 
летальны и мы их никогда не увидим, тогда как сам вопрос, задаваемый при- 
роде, может заключаться в том, какие именно делеции оказываются леталь- 
ными, а какие нет. 

Более быстрое решение состоит в использовании хромосомных перестро- 
ек с известными точками разрывов. Один из таких методов был предложен 
отечественным генетиком С. М. Гершензоном. Он состоит в том, чтобы свести 
в гетерозиготу две перекрывающиеся инверсии одной и той же хромосомы 
с небольшим сдвигом между точками разрывов и дождаться кроссинговера 
в области, инвертированной у обоих гомологов, как показано на рис. 18.2. Ре- 
зультат зависит от сдвига одной или обеих точек разрыва инверсий друг от- 
носительно друга. Если одна из точек разрыва в обоих гомологах совпадает, 
а другая сдвинута (рис. 18.2 6), то продуктами кроссинговера на отрезке, ин- 
вертированном у обоих гомологов, будут хромосома с делецией участка между 
сдвинутыми друг относительно друга точками разрыва и хромосома с дупли- 
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кацией этого участка, причем дуплицированные участки будут инвертированы 
друг относительно друга, а границы инверсий сохраняются (инвертированы 
участок 2 у одного гомолога и 2 + Зу другого). Однако получить две инверсии, 
в которых одна из двух точек разрыва в точности совпадает, практически не- 
возможно. Если точки разрыва двух инверсий расположены со сдвигом в одну 
сторону (рис. 18.2 г), то мы придем к такому же результату, но инверсии полу- 
чатся другие (одна между самыми дальними точками разрыва, другая между 
самыми ближними). Если точки разрыва расположены так, что одна из инвер- 
сий оказывается «вложенной» в другую (рис. 18.2 в), то оба продукта кроссин- 
говера в общей части двух инверсий будут нести и делецию, и дупликацию, 
соответствующие участкам сдвига точек разрыва. Если один из сдвигов очень 
мал (например, участок, помеченный на рисунке цифрой 2), то его дупликаци- 
ей можно на практике пренебречь. 

Другой метод получения делеций или дупликаций в заданной части гено- 
ма более эффективен и несколько более изощрен. Для него нам потребуется 
набор реципрокных транслокаций с картированными точками разрыва, при- 
чем одним из участников транслокации будет «лишняя хромосома» — такая 
хромосома, присутствие или отсутствие которой целиком или каких-либо ее 
фрагментов никак не сказывается на жизнеспособности. Фактически от нее 
нам нужна будет лишь дополнительная центромера. Мы уже сталкивались 
с такой лишней хромосомой — это У-хромосома у самок дрозофилы. Более 
чистые случаи лишней хромосомы, пристутствие которых организму не нуж- 
но, но и практически безвредно, называются В-хромосомами, или сверхчис- 
ленными хромосомами. Из функционального они имеют только центромеру 
и, по-видимому, теломеры, что нам и требуется. 

Рассмотрим транслокацию между аутосомой и У-хромосомой у дрозофи- 
лы (рис. 18.3). Такую транслокацию можно получить, облучив самцов ионизи- 
рующим излучением. У-хромосома характерна тем, что присутствует в карио- 
типе в единственной копии, поэтому в мейозе клеточных клонов зародышево- 
го пути мутантных самцов, унаследовавших такую транслокацию, мы получим 
тривалент, где интактная аутосома будет спарена с двумя фрагментами своего 
гомолога, связанными с двумя фрагментами У-хромосомы, один из которых 
несет центромеру от аутосомы, а второй — центромеру У-хромосомы. (Есте- 
ственно, нас будут интересовать транслокации, сбалансированные по центро- 
мере, без дицентрических и ацентрических продуктов.) Такой тривалент имеет 
три центромеры, две из которых, пришедшие от аутосомы, гомологичны и, как 
правило, расходятся к разным полюсам, хромосома же с непарной центроме- 
рой от У-хромосомы в этом случае отходит случайно к одному из них. (Воз- 
можное слабое спаривание двух фрагментов У-хромосомы с Х-хромосомой не 
повлияет на такой результат.) Таким образом, получаем два предпочтительных 
варианта расхождения: интактная против двух обменных и интактная и об- 
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Рис. 18.2. Схема получения делеций и дупликаций методом перекрывающихся ин- 
версий: а — нумерация участков на неинвертированной хромосоме; 6 — инверсии 
со сдвигом одной точки разрыва, спаривание таких гомологов в мейозе и продукты 
кроссинговера в перекрывающемся отрезке инверсий; в — то же со сдвигом обеих то- 
чек разрыва в направлении друг к другу; г — то же со сдвигом обеих точек разрыва 
в одном направлении. Стрелками для условных отрезков хромосомы 1-5 показано на- 
правление от одного конца неинвертированной хромосомы к другой, толстые штрихи 
обозначают точки разрыва инверсий, тонкие штрихи — соответствующие им точки 
на гомологе, перекрестье обозначает акт мейотического кроссинговера 
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менная с центромерой от У-хромосомы против обменной с центромерой отау- 
тосомы. Это дает нам четыре равновероятных класса гамет. В первом случае 
получится два класса гамет со сбалансированным кариотипом. 

Эти гаметы образованы самцами. Скрестив их с нормальными самками, 
за счет гамет типа «две обменные» в потомстве мы получим потомство, также 
гетерозиготное по данной А-У-транслокации. У дрозофилы добавление мате- 
риала У-хромосомы в любой дозе на жизнеспособности не сказывается. Эти 
гетерозиготы также будут образовывать в мейозе тривалент, который будет 
давать те же четыре типа гамет. Объединив гаметы типа «две обменные», мож- 
но перевести транслокацию в гомозиготу (рис. 18.3). Мы получим хромосом- 
ный материал аутосомы разделенным на две хромосомы, каждая из которых 
имеет центромеру — одну свою, другую от У-хромосомы. Фактически мы раз- 
делили аутосому на две. 


Рис. 18.3. Получение А-У-транслокации у дрозофилы, мейоз у такого транслоканта, его 
продукты — четыре равновероятных типа гамет, и получение гомозиготы по транслока- 
ции за счет объединения двух гамет одного из типов при скрещивании двух гетерозигот 
по данной транслокации. Участки аутосомы показаны прямой линией, ее центромера — 
черным кружком, участки У-хромосомы — волнистой линией, ее центромера — пустым 
кружком, молния обозначает воздействие ионизирующего излучения 


Давайте теперь возьмем две транслокации между одной и той же ауто- 
сомой и У-хромосомой с несовпадающей точкой разрыва аутосомы, получим 
их в гетерозиготе с нормальной аутосомой и скрестим (рис. 18.4). При несба- 
лансированных расхождениях образующегося в результате тривалента у нас, 
в частности, будут получаться гаметы, одна из которых будет нести интактную 
аутосому плюс фрагмент, а вторая — только фрагмент. Интересна ситуация, 
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когда гамета первого типа, полученная от гетерозиготы по одной транслока- 
ции, скрестится с гаметой второго типа от гетерозиготы по второй транслока- 
ции, либо наоборот. Мы получим зиготу, имеющую интактную аутосому, а так- 
же два фрагмента аутосомы, полученные от разных транслокаций (рис. 18.4 в). 
Если это будут фрагменты, несущие разные плечи аутосомы, то кариотип та- 
кой зиготы будет отличаться от нормального только на участке между точками 
разрыва двух транслокаций — в одних случаях этого участка будет недоста- 
вать, в других он будет присутствовать в трех копиях. Таким образом, у нас 
в руках как раз и оказался способ получения делеций и дупликаций любого за- 
ранее известного участка генома дрозофилы — для этого нужно «всего лишь» 
иметь коллекцию нужных транслокаций аутосомы на У-хромосому. 

Кстати, если в таком скрещивании встретятся сбалансированные гаметы, 
несущие по два фрагмента аутосомы, или же мы скрестим гомозиготы по двум 
разным А-У-транслокациям, то получим гетерозиготу по двум транслокациям 
аутосома-У-хромосома, со сдвинутой точкой разрыва (рис. 18.4 г). Они дадут 
тетравалент. Его смежное расхождение даст точно такие же сбалансированные 
гаметы (рис. 18.4 д, справа) и несбалансированные гаметы, несущие одновре- 
менно делецию и дупликацию (рис. 18.4 д, вверху), а диагональное расхожде- 
ние даст гамету, где участок между точками разрыва будет опять-таки дупли- 
цирован или делетирован (рис. 18.4 д, внизу). Кроссинговер же между точками 
разрыва (рис. 18.5 е) приведет к появлению восстановленной целой аутосомы 
ик У-хромосоме, включающей участок аутосомы между точками разрыва, что 
по сути дает нам свободную дупликацию этого участка (рис. 18.5 е, внизу), ко- 
торую можно использовать. Последнее обстоятельство особенно важно, так 
как свободная дупликация дает нам гораздо больше степеней свободы в гене- 
тическом эксперименте. 

Обратим внимание, что мы пользуемся анеуплоидными гаметами. В отли- 
чие от растений, где геном гаметофита работает, у дрозофилы такие гаметы дают 
потомство в тех случаях, когда заметной анеуплоидии не имеют образовавшиеся 
зиготы, поскольку геном сперматозоидов не работает, а деления женского мейо- 
за фактически происходят уже во время и после оплодотворения. 

Все то же самое можно проделать, взяв вместо аутосомы Х-хромосому. 
Получено более 300 различных Х-У-транслокаций. Получение такой трансло- 
кации имеет определенные отличия. Ее можно получить, облучив самцов 
гамма-излучением, так как именно у самцов имеются нормальные Х и У-хро- 
мосома. Но они присутствуют в одной копии каждая и имеют определенную 
гомологию друг с другом, так что вместо тривалента получится бивалент — 
возможно, с нарушенным спариванием (рис. 18.5). Чтобы объединить оба 
транслокационных фрагмента Х-хромосомы в одном геноме, нам нужно по- 
лучить их в одной гамете, что возможно только в случае нерасхождения этого 
бивалента, которое, впрочем, имеет место и которое можно зафиксировать, 


473 


18.4. Сегментальная анеуплоидия 


изАдх я чнэшэя9о татэие] "с"8Т ‘оиф ен мех винэьенео90 '(Авиня) еяч4=е4 ииех 
вот, Аижои иодэяотнироам 2 и (Ах4эяя) е4эчолниоо4 29 чатэиет илинпэироп эчиэ4 490 — о ‘Аве4> ивипехононе4т ииэдо оп 
элантотивоЧэлэт чалолие — г ‘иипемопоне4ат яоза4 ее имехяьот Айжэм олоннэьогимеЕ чаиоролАе вялоеьА (Авиня) изипечиииАИ и 
(Ах4эяя) изипэио! 2 толиз эинечо:е490 — э ‘тэмет ими хчиэ4=е 490 онтко4эячоняе4 чпит — 0 Чатоливодэтэл эанпохри — и :эиорот 
-Ае ченэмоо ихьот отинэжоноп оп вомитотеьицее4 ‘ивипехлононе4т-д-у ичнее4 оп толизо4этэл кинечитэ4 о атетяиА®эа ‘р'3Т па 


474 Глава 18. Хромосомные перестройки на службе генетики 


если Х-хромосома помечена определенными маркерами. Скрестив облучен- 
ных самцов с нормальными самками, мы получим анеуплоидное потомство 
от мужских гамет, образовавшихся с расхождением перестроенных хромосом; 
стерильных самцов от гамет, не получивших половых хромосом, и самок, гете- 
розиготных по Х-У-транслокации, от мужских гамет, получивших неразошед- 
шиеся перестроенные половые хромосомы (рис. 18.5). 
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Рис. 18.5. Получение Х-У-транслокаций путем облучения самцов 
и скрещивания их с нормальными самками. Обозначения как на рис. 18.4 


В этом случае для нас очень важной оказывается возможность получения 
свободных дупликаций участка Х-хромосомы на У-хромосоме, по сути — транс- 
позиция участка Х на У. Ее можно получить, скрестив две разные Х-У-трансло- 
кации и дождавшись у самок Е, кроссинговера на участке Х-хромосомы между 
точками их разрыва, как показано на рис. 18.6. В ядре таких гетерозигот имеется 
полный материал двух Х-хромосом и двух У-хромосом, которые, как известно, 
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им несколько гомологичны. Мы по-прежнему, как и при анализе нерасхождения 
половых хромосом, исходим из того, что спаривание двух Х-хромосом приори- 
тетно против спаривания Х и У хромосом, причем центромеры Х-хромосом всег- 
да расходятся к разным полюсам, а остальные хромосомы распределяются между 
продуктами первого деления мейоза случайно (конечно, в этой системе возмож- 
ны и многие неучтенные варианты расхождения и прочих аномалий мейоза). 

Такие транспозиции материала Х-хромосомы на У-хромосому можно ис- 
пользовать двояким образом. Во-первых, в опытах с участием А-У-транслока- 
ций, в целях детекции нужных событий даже У-хромосома обычно использует 
не интактную, а несущую небольшие фрагменты Х-хромосомы с определен- 
ными маркерами, так что и при работе с аутосомами используется не сама 
У-хромосома, а продукт Х-У-транслокации, по сути, свободная дупликация 
фрагмента Х-хромосомы. 
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Рис. 18.6. Гаметы, образующиеся в мейозе гетерозигот по двум разным Х-У-транслока- 


циям (а) без кроссинговера и (6) с кроссинговером между точками разрыва. Обозначе- 
ния как на рис. 18.3-18.5. Сбалансированные гаметы, несущие транспозицию участка 
Х-хромосомы на У-хромосоме, помечены восклицательным знаком 


Во-вторых, только таким образом можно проверить аллельность леталей 
в Х-хромосоме. Только что мы рассмотрели метод Мёллер 5, позволяющий со- 
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считать такие летали, вернее, определить частоту их возникновения. Но быва- 
ет важно знать их аллелизм. Так, в работах по насыщению фрагмента хромо- 
сомы леталями, проводимых в 1970-е гг., определялось реальное количество 
жизненно важных генов на определенном участке генетической карты Х-хро- 
мосомы. Это были первые попытки оценить очень важную величину — ин- 
формационную емкость генома. Для этого нужно было получить огромное ко- 
личество леталей, многократно перекрывающее количество таких генов, а за- 
тем узнать на сколько комилементационных групп (групп леталей, аллельных 
между собой, т. е. относящихся к одному гену, но неаллельных остальным) они 
распадаются. Но как проверить аллелизм леталей по Х-хромосоме? Для это- 
го нужно свести их в гетерозиготе у самок. Но одна из них с необходимостью 
должна быть получена от самца, а у самцов Х-хромосома находится в гемизи- 
готе, и если она несет леталь, то таких самцов просто не будет. Единственный 
выход — перекрыть исследуемый участок Х-хромосомы компенсирующей его 
дупликацией на У-хромосоме. 

Для этого применяется несколько модифицированный метод Мёллер 5. 
Снова скрещиваем самцов из анализируемой выборки с линией Вас и получаем 
гетерозиготных самок. Но скрещиваем их уже не с самцами дикого типа, а с сам- 
цами, у которых исследуемый фрагмент Х-хромосомы перенесен на У-хромосо- 
му, но делетирован собственно в Х-хромосоме. Потерь материала Х-хромосомы 
мы при этом не имеем, самцы вполне жизнеспособны. Поддерживать линию 
с такими самцами можно только имея самок, у которых дефектная Х-хромосо- 
ма, лишенная участка, перенесенного на У-хромосому, находится в гетерозиготе 
против балансера с леталью. Среди самок обе гомозиготы будут нежизнеспособ- 
ны, но самцы с дефектной Х-хромосомой будут жизнеспособны, поскольку они 
имеют компенсирующий участок Х-хромосомы на У-хромосоме (второй класс 
самцов нежизнеспособен вследствие летали). 

В потомстве самок, гетерозиготных по испытуемой хромосоме и хромосо- 
ме Вас, после скрещивания с такими самцами мы будем обращать внимание 
уже не на самцов, а на самок. Должны получаться самки двух типов — гете- 
розигота Вазс/делеция с фенотипом В и гетерозигота испытуемая хромосома/ 
делеция с фенотипом В*. Если в интересующем нас участке испытуемой хро- 
мосомы имеется леталь, то последний класс окажется нежизнеспособным, по- 
скольку леталь не будет перекрыта нормальным аллелем, и мы зафиксируем 
такие случаи по отсутствию самок В*. Самцы В*в этих семьях будут жизне- 
способны, поскольку леталь у них будет перекрыта участком, перенесенным 
на У-хромосому. Они будут носителями данной летали, их можно скрестить 
с самками — носителями другой летали и проверить летали на аллелизм. Если 
же леталь случится за пределами транслоцированного участка, то результат 
ничем не будет отличаться от получаемого в методе Мёллер 5 — самки В* будут 
присутствовать, а самцы В* отсутствовать. 
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18.5. В-А-транслокации 


Для получения делеций и дупликаций в геноме дрозофилы мы восполь- 
зовались У-хромосомой, которая почти лишена генетического содержимого 
и добавление которой в кариотип не сказывается на фенотипе. По сути нам 
от нее нужна была только центромера и некое плечо, способное вступать 
в транслокационный обмен. Но есть и еще более очевидный случай таких «пу- 
стых хромосом» и «лишних центромер» — это сверхчисленные В-хромосомы. 
Заманчиво было бы воспользоваться ими для тех же целей. Для этого нужно, 
чтобы наш объект эти В-хромосомы имел, а они есть далеко неу всех организ- 
мов. Впечатляющих результатов с использованием реципрокных В-А-трансло- 
каций удалось добиться генетикам кукурузы, которые к 1978 г. имели полный 
набор линий, в котором присутствовали В-А-транслокации с участием всех 
20 плеч основного набора (А-хромосом). 

С помощью этих линий можно было картировать новые мутации на со- 
ответствующих плечах. Для этого генетики воспользовались особенностью 
В-хромосом кукурузы, связанной с нарушением расхождения хромосом, но не 
в мейозе, а в специфическом митозе. А именно у мужских гаметофитов, по- 
лучивших одну копию В-хромосомы, с высокой частотой имеет место нерас- 
хождение ее хроматид во втором митотическом делении мужского гаметофи- 
та (прошу не путать — не во втором делении мейоза!), результатом которого 
являются два спермия. В результате один из спермиев оказывается лишенным 
В-хромосомы, а второй имеет две ее копии. Образовавшиеся от оплодотворе- 
ния такими спермиями зародыш и эндосперм также оказываются гиперплоид- 
ным и гипоплоидным, в зависимости от того, какой из спермиев оплодотворил 
яйцеклетку, а какой — центральную клетку. По-видимому, это явление имеет 
отношение к механизмам сохранения В-хромосомы в зародышевом пути. 

Ту же самую склонность к нерасхождению проявляют и обменные В-А-хро- 
мосомы, получившие центромеру от В-хромосомы, как показано на рис. 18.7. Ре- 
ципрокные обменные хромосомы нерасхождения не проявляют. Таким образом, 
склонность к нерасхождению свойственна именно центромере В-хромосомы. 

Если у нас есть носитель рецессивной мутации, которую мы хотели бы 
локализовать с точностью до хромосомного плеча, мы опыляем гомо- или 
гетерозиготу по этой мутации пыльцой линии, несущей В-А-транслокацию. 
В результате нерасхождения фрагмент аутосомы, связанный с центромерой 
от В-хромосомы, не попадет либо в зародыш, либо в эндосперм, и если локус, 
по которому произошла мутация, находится в этом фрагменте, мы будем ви- 
деть проявление мутантного фенотипа у части потомства Е, в норме гетеро- 
зиготного и потому не проявляющего мутантного фенотипа. (Гипоплоидные 
мужские гаметофиты жизнеспособны, так как нерасхождение не затрагивает 
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кареотип вегетативной клетки пыльцевого зерна.) Напомним, что у кукуру- 
зы, как и у всех цветковых растений, имеет место двойное оплодотворение, 
при котором один спермий оплодотворяет яйцеклетку с образованием зиготы 
и зародыша, а второй — центральную клетку с образованием триплоидного 
эндосперма. В зависимости от места фенотипического проявления мутации 
мы можем зафиксировать ее либо прямо среди зерен на початке, у которых мы 
можем наблюдать эндосперм, либо у выращеных растений, либо и там, и там. 
Это схематически показано на рис. 18.8 на примере мутации г — сои ез$. 


Генеративное Гипоплоидный 


спермий 


Микроспора Вегетативное Пыльцевое зерно 
ядро 


Рис. 18.7. Нерасхождение хромосом, несущих центромеру В-хромосомы, во втором 
митотическом делении мужского гаметофита кукурузы. Материал и центромера 
от В-хромосомы показаны черным [Вескей ].У. В-А гапосаНопз 1 та1те // Бе }оигпа| 
оЕНеге4цу. 1978. \Уо/. 69. Р. 27-36] 


При другой локализации мутации все потомство будет дикого типа. 

Обычно для анализа берут 50 семян Е, от скрещивания гомозиготы в от- 
ношении анализируемой мутации или 100 семян от скрещивания гетерозиго- 
ты, чего бывает достаточно для получения нескольких гипоплоидых потомков 
в случае локализации мутации в соответствующем плече. 

Около 15 % генома не перенесено на центромеры от В-хромосом, тем не 
менее мутации в этих локусах также можно картировать. Для этого нужно вы- 
брать среди Е, потомков гипоплоидов, ориентируясь на то, что половина их 
пыльцы будет нежизнеспособна, так как гаметофит не получает оба фрагмен- 
та А-хромосомы. Им нужно либо дать самоопылиться, либо провести с ними 
анализирующее скрещивание. Если мутация находится в другой хромосоме, мы 
получим нормальное расщепление 3 : 1 или 1 : 1, соответственно. Если она нахо- 
дится в той же самой хромосоме, то мы увидим огромный дефицит дикого типа, 
поскольку гаметофиты, получившие аллель дикого типа, будут нежизнеспособ- 
ны, так как не будут нести фрагмента хромосомы, ушедшей вместе с В-центро- 
мерой. Дикий тип будут иметь лишь кроссоверы между хромосомой с мутацией 
и хромосомой с транслокацией, так что генетическое расстояние между мута- 
цией и точкой разрыва транслокации можно оценить в сантиморганах. 
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Яйцеклетка оплодотворяется Яйцеклетка оплодотворяется 
гиперплоидной гаметой гипоплоидной гаметой 
с генотипом 108 ВоВ виок сгенотипом 108 


Рис. 18.8. Генотипы и фенотипы зародыша и эндосперма кукурузы в отношении ре- 
цессивной мутации т, исключающей антоциановую окраску, при оплодотворении 
спермиями, образованными с нерасхождением В-А-транслоцированных хромосом. 
Показаны кариотипы эндосперма (снаружи), зиготы (внутри) с указанием родителя, 
от которого пришли хромосомы, в случае попадания гиперплоидного спермия в зи- 
готу (слева) либо в эндосперм (справа). Центромера и плечи В-хромосомы помечены 
черным; зародыши и эндоспермы, имеющие антоциановую окраску, заштрихованы 
[ВесКей ].У. В-А шапзюсаНоп$ ш та!те // ТБе ]оигпа! оЁ Негеацу. 1978. Уа1. 69. Р. 27-36] 


Полудоминантные мутации, проявление которых в гемизиготе отлича- 
ется от проявления в гомозиготе, могут быть локализованы до хромосомного 
плеча точно так же, как рецессивные, уже в Е‚. Доминантные мутации могут 
быть локализованы по отклонениям от теоретически ожидаемых расщепле- 
ний в потомстве от опыления нормальных растений гипоплоидными растени- 
ями Е,. Здесь опять-таки можно оценить расстояние от мутации до точки раз- 
рыва. Схема опыта показана ниже на рис. 18.9 (транслоцированная хромосома 
перечеркнута, так как у гипоплоидов ее нет): 
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кроссоверов +/+) кроссоверов +/+) 
Рис. 18.9. Схема опыта по картированию доминантных мутаций с помощью 


В-А-транслокаций у кукурузы. В верхнем ряду показаны кариотипы пар нормальный 
родитель (слева) х гипоплоидный родитель (сирава) [ВесКей }.У. В-А-мапз]осаНоп$ ш 
тайе // "ТБе ]оигпа] оЁНегедиу. 1978. У]. 69. Р. 27-36, с изм.] 


——_———- 
—< <= 
о 
гетерозигота по 
транслокации 


Женские гаметы 


(нежизнеспособна) 


—ю = 
= 


——ю—— 
о 
у нормальный 
кариотип 
Зиготы 


нормальный кариотип 
(нормальная пыльца) 


—=05———— 
——Ащ—ые— 


[о 
третичные трисомики 
(нормальная пыльца) 


гетерозиготы по 
транслокации 
(25% пыльцы абортивно) 


Рис. 18.10. Расщепление 

по кариотипам в потомстве 
скрещивания гетерозиго- 
ты по А-В-транслокации 

и нормальными растениями 


кукурузы [Вескей }.У. В-А 
‘(тап$1осаНоп$ ш тае // ТБе 
Гоигпа| оЁ Негедиу. 1978. Уо/. 69. 
Р 27-36] 
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В-А-транслокации можно было бы поддерживать в гомозиготе, если бы 
доза хромосомы с В-центромерой не менялась (в частности, не накапливалась) 
вследствие нерасхождений — растения, несущие более одной ее копии, дают 
очень малый выход гипоплоидов. Поэтому их чаще поддерживают в гетерози- 
готе, опыляя гетерозиготные растения пыльцой нормальных. В мейозе гетеро- 
зигот В-А-транслокация образует не тетравалент, а тривалент, причем только 
центромеры А-хромосомы находятся в спаренной его области. Они всегда рас- 
ходятся к разным полюсам, тогда как фрагмент с центромерой от В-хромосо- 
мы добавляется к одной из гамет случайным образом. В результате с равной 
вероятностью образуется четыре типа гамет. Из них тот класс, что несет толь- 
ко фрагмент А-хромосомы с ее центромерой, дает нежизнеспособные гамето- 
фиты, которые мы видим как пустые пыльцевые зерна (поскольку он доста- 
ется и вегетативной клетке, которая в гаметофите работает). Как следствие, 
гетерозиготы по В-А-транслокации имеют около четверти пыльцы стериль- 
ной и могут быть таким образом опознаны. При опылении нормальной пыль- 
цой они дают три равновероянтых класса потомства — эуплоидов, третичных 
трисомиков и таких же гетерозигот по транслокации с четвертью стерильной 
пыльцы, которые можно выбирать и тем самым поддерживать линию. Все это 
показано на рис. 18.10. 
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ГААВА 19 


ПОЛИПЛОИАДИЯ И АНЕУПЛОИАИЯ 


19.1. Вводные замечания 


Как мы уже знаем, большинство многоклеточных организмов имеют 
в своем ядре по два гомологичных набора хромосом, полученных от отца и ма- 
тери, называемых гаплоидными наборами хромосом (записывается 2п), тогда 
как в результате мейоза у них образуются гаплоидные клетки, имеющие один 
гаплоидный набор хромосом (1п) и составляющие организмы гаплоидного 
поколения, иногда представленного только половыми клетками, иногда — 
многоклеточной особью (хотя она может состоять из очень небольшого числа 
клеток, как, например, женский и мужской гаметофиты цветковых растений, 
состоящие из трех и семи клеток соответственно). Однако возможно присут- 
ствие в ядре и большего, чем обычно, количества гаплоидных наборов хромо- 
сом. Такие клетки, ткани или организмы называются полиилоидными. Нема- 
ловажно, что полиплоидия — обычное дело в соматических клетках многих 
тканей. Это явление — полиплоидия, не затрагивающая клеток зародышевого 
пути, — называется эндополиплоидия. Таковы клетки печени позвоночных, 
слюнных желез, кишечника, мальтигиевых сосудов двукрылых. Иногда клетки 
одной и той же ткани имеют разную плоидность, в этом случае говорят о мик- 
соплоидии. 

Макронуклеус инфузорий не вполне соответствует этому понятию, по- 
скольку помимо обладания многократно повторенными копиями генома он 
еще и не несет значительной части генетического материала зародышевого 
пути, представленного геномом микронуклеуса; кроме того, ДНК макронукле- 
уса фрагментирована на небольшие отрезки. Когда к кариотипу добавляется 
или когда от него отнимается не весь геном, а отдельные хромосомы, так, что 
происходит некратное п изменение числа хромосом, говорят об анеуплоидах 
(так, макронуклеус анеуплоиден). 

Когда полиплоидным является весь организм, его можно назвать поли- 
плоидом. Организмы с тремя гаплоидными наборами называют, соответствен- 
но, триплоидами, с четырьмя — тетраплоидами и т. д. Когда речь идет о поли- 
плоидах, всегда подразумевается умножение гаплоидного генома как целого. 
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19.2. АвВтополиплоиды 


Автополиплоидами называются полиплоиды, у которых все гомологичные 
хромосомные наборы принадлежат одному и тому же виду, и число их не менее 
трех. Автополиплоидия приводит к значительным проблемам в мейозе, причем 
при близком количестве хромосомных наборов эти проблемы больше в случае 
нечетного их количества, чем в случае четного. Как известно, мейоз корректно ра- 
ботает с двумя парами гомологичных хромосом. В случае полиплоидов их более 
двух пар, причем, будучи полноценными гомологами, все они стремятся спарить- 
ся друг с другом. Однако молекулярные механизмы этого процесса предполагают 
только спаривание двух гомологов. В результате в профазе мейоза у триплоидов 
и тетраплоидов могут образоваться три- и тетраваленты, в которых участки спа- 
ривания между двумя из соответственно трех или четырех гомологов случайным 
образом перекидываются с одного гомолога на другой. В случае тривалентов соот- 
ветствующий участок третьего «лишнего» гомолога остается неспаренным. 

В профазе первого деления мейоза триплоидов образуются в основном три- 
валенты, но также би- и униваленты. В анафазе первого деления два гомолога 
тривалента отходят к разным полюсам, а третий — к одному из них случайно. 
Каждая из клеток диады получает с необходимостью гамету с одним и гамету 
с двумя гомологами, и так для каждой хромосомы. В результате такого мейоза 
образуются в основном анеуплоидные гаметы. При самоопылении триплоидов 
вероятность сборки гамет со сбалансированными кариотипами п или 21, рас- 
считанная исходя из расхождения тривалентов, крайне низка: она составляет 
2 (1/2)" = (1/2). При п = 9 это равно 1/64. Вероятность образования сбаланси- 
рованной же зиготы при самоопылении или скрещивании двух триплоидов есть 
квадрат этой величины. В действительности за счет образования унивалентов, 
которые часто теряются в анафазе первого деления мейоза, эта вероятность мо- 
жет быть еще ниже. У трисомиков бывают и иные аномальные случаи расхожде- 
ния хромосом в мейозе. Поэтому триплоидию часто применяют для культурных 
растений с целью добиться отсутствия семян. Таково большинство бананов — при 
этом поддержание триплоидности достигается путем применения исключитель- 
но вегетативной их культивации. Бессеменные триплоидные арбузы получают 
путем промышленного семеноводства, скрещивая диплоидов с тетраплоидами. 

В мейозе тетраплоидов, как правило, образуются тетраваленты, но также 
в каком-то проценте — что зависит от конкретного организма — также три- 
валенты, биваленты и униваленты. В случае тетравалента на каком-то участке 
спариваются два гомолога, но оставшиеся два гомолога также могут спариться 
между собой. Иногда же в профазе мейоза тетраплоида образуются только би- 
валенты, которые расходятся корректно, так что определенный процент (иногда 
большинство) гамет будут сбалансированными, причем диплоидными. Такие 
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случаи указывают, что мы скорее всего имеем дело не с истинным автотетрапло- 
идом, а с организмом, имеющим по две копии уже дивергировавших геномов 
(о чем речь пойдет ниже), так что из четырех гомологичных хромосом две пары 
имеют большую гомологию друг к друту, чем к членам противоположной пары. 

В анафазе первого деления мейоза тетраваленты могут расходиться 
на2и2, но могут и наЗи 1. Случаи 2 : 2 встречаются чаще, поэтому, как пра- 
вило, тетраплоиды более фертильны, чем триплоиды. Дело в том, что метафаза 
стабилизируется состоянием максимального натяжения микротрубочек, а оно 
достигается, когда две центромеры тянут в одну сторону, а две — в другую. 
Поэтому в конечном счете тетравалент принимает именно такое положение, 
по той же причине, по которой и в биваленте микротрубочки от разных по- 
люсов присоединяются к центромерам разных гомологов — за счет разборки 
менее натянутых и стабилизации более натянутых микротрубочек. Вообще, 
четные полиплоиды можно назвать сбалансированными, в отличие от несба- 
лансированных нечетных. Но все это очень зависит от конкретного объек- 
та — например, у гороха тетраплоиды крайне низкофертильны — буквально 
несколько семян на растение. Фертильность тетраплоидов удается повысить 
искусственным отбором по этому показателю. 

Вследствие рассмотренных проблем в мейозе, полиплоидия широко рас- 
пространена у тех организмов, которым свойственно вегетативное размноже- 
ние или апомиксис. Неудивительно, что она особенно характерна для грибов, 
водорослей и растений. У животных дополнительное ограничение на поли- 
плоидию накладывается со стороны хромосомных систем определения пола, 
поэтому в этом царстве она встречается, как правило, среди гермафродитов, 
у которых хромосомный набор полов одинаковый. Но ее можно встретить 
даже среди таких привычных (для жителей европейской части) животных, как 
лягушки: то, что раньше считалось видом лягушка съедобная (Капа езсшета), 
оказалось сложным комплексом форм разной плоидности. 

Любопытно, что полиплоидным может оказаться и диплоидное состояние, 
если оно не является нормой для данных организмов. Такое наблюдается, напри- 
мер, для аскомицетов (сумчатых грибов), которые в норме гаплоидны. Дипло- 
идный мицелий возникает — например, у таких модельных генетических объ- 
ектов, как представители родов АзретеШиз и Рес из — вследствие спонтанного 
слияния клеток и ядер двух разных гаплоидных мицелиев. Он может вернуться 
в гаплоидное состояние путем так называемого парасексуального процесса, за- 
ключающегося в том, что ядра начинают спонтанно терять хромосомы, пока слу- 
чайным образом не образуется гаплоидное ядро. Диплоидное состояние может 
поддерживаться некоторое время (причем диплоидные мицелии можно селек- 
тировать от гаплоидных при помощи паров 4-камфоры), но стоит ядру потерять 
хотя бы одну хромосому, как оно дестабилизируется и начинает терять хромо- 
сомы одну за другой. Парасексуальный процесс можно запустить посредством 
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химического агента п-фторфенилаланина, что дает возможность управлять им 
в генетическом эксперименте. Слияние обычных клеток мицелия и парасек- 
суальный процесс, заменяющие собой оплодотворение и мейоз, являют собой 
крайне упрощенную форму полового процесса, названную парасексуальный 
цикл. Нет сомнений, что он возник у сумчатых грибов вторично, поскольку даже 
все одноклеточные эукариоты имеют стандартный половой процесс с мейозом, 
которым без сомнения обладал и общий предок всех современных эукариот. 

Полиплоидия широко распространена у высших растений. Для многих ви- 
дов характерны так называемые полиплоидные ряды, с плоидностью, изменяю- 
щейся от 2п до 101. В этих случаях принято говорить о базовом числе хромо- 
сом — минимальном числе хромосом одного гаплоидного набора. Вследствие 
большей стерильности растений с нечетной плоидностью, полиплоидные ряды, 
как правило, представлены растениями с четной плоидностью. Поскольку рас- 
тения с разной кратностью гаплоидного генома несколько отличаются друг 
от друга, прежде всего, своими размерами, полиплоидные ряды создают боль- 
шие проблемы для ботаников, в особенности пользующихся типологической 
концепцией вида (а таковые до сих пор составляют подавляющее большинство). 

У растений полиплоидия возникает спонтанно в соматических клетках. 
Результатом таких событий являются мозаики по плоидности (у которых раз- 
ные клеточные клоны имеют разную плоидность), но вследствие вегетатив- 
ного размножения образуются и целые полиплоидные особи. Кроме того, по- 
липлоиды часто возникают из женских гамет, не претерпевших мейоз, либо 
из мужских и женских гамет, в которых было нарушено второе деление мейоза. 
(Когда автор проводил тетрадный анализ пыльцы рогоза широколистного, ему 
регулярно встречались аномально крупные пыльцевые зерна, по объему со- 
ответствовавшие клеткам диады или материнским клеткам пыльцы; частота 
первых составляла около 3,5 %, вторых — 0,04 %.) Такие события могут стиму- 
лироваться критическими температурами. 

Критическими, прежде всего низкими, температурами можно воздейство- 
вать и на животных. При воздействии на ранние эмбрионы амфибий возможно 
появление триплоидных особей, у тутового шелкопряда такие воздействия мо- 
гут привести к партеногенезу и возникновению тетраплоидных самок. Как мы 
помним из главы об определении пола у дрозофилы, полиплоиды регулярно воз- 
никают в потомстве мутантов по какому-то из генов, контролирующих мейоз. 

Полиплоидию легко индуцировать, прежде всего, хорошо известным 
алкалоидом, выделяемым из безвременника (Соссит) — колхицином. Это 
токсин, связывающийся с тубулином и разрушающий микротрубочки. Он не 
действует на дрожжи, но у них возможно вызвать эндомитотическую поли- 
плоидизацию камфорой. 

Автотетраплоиды растений, как правило, имеют общие черты фенотипа — 
они крупнее и как бы грубее, чем нормальные диплоидные. Тетраплоиды го- 
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роха отличаются большим ростом, крупными, жесткими и слегка волнистыми 
листьями. Клетки полиплоидов также крупнее клеток диплоидов (это хорошо 
видно на примере легко наблюдаемых клеток эпидермиса), чем, по-видимому, 
объясняются и различия в общем габитусе. Более же крупный размер клеток, 
по-видимому, является следствием постоянства ядерно-цитоплазматического 
отношения — ядра полиплоидов крупнее, поскольку содержат в разы больше 
генетического материала, а пропорционально этому возрастает и объем ци- 
топлазмы. Вследствие таких фенотипических особенностей полиплоиды чаще 
встречаются в областях с более холодным климатом — на высоких широтах 
и высотах. В среднем более крупный размер полиплоидов приводит и к тому, 
что их доля велика среди культурных растений. (Однако такие традиционные 
культуры, как рожь и ячмень, диплоидны.) 

Тем не менее, фенотипические следствия полиплоидии весьма различа- 
ются от организма к организму. Так, тетраплоидная рожь (48 хромосом) мощ- 
нее диплоидной (24), но тетраплоидная мягкая пшеница (84) слабее диплоида 
(42). Скорее всего, последнее обстоятельство вызвано тем, что мягкая пшени- 
ца по сути уже является гексаплоидом, объединившим три дивергировавшие 
ранее генома (см. ниже), т. е. в данном случае плоидность превысила некое ги- 
потетическое «оптимальное значение». 

Четная и нечетная плоидность помимо различий в нарушенности мей- 
оза и фертильности может приводить и к разным результатам в отношении 
общего габитуса. Так, триплоидная рожь погибает на ранних стадиях разви- 
тия зародыша. Триплоидная осина имеет гигантские размеры и встречается 
в природе, при этом тетраплоиды осины в природе не найдены, а искусствен- 
но созданные оказываются гораздо слабее диплоидных. Триплоидная свекла 
и земляника превосходит диплоидную и тетраплоидную по хозяйственным 
показателям, поэтому семена триплоидной свеклы производят на коммерче- 
ской основе. Известны триплоидные сорта яблонь. 
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Генетическое расщепление у автотетраплоидов с необходимостью гораз- 
до сложнее, даже по одному гену. Для двух аллелей одного гена имеем пять 
возможных генотипов, среди них — три типа гетерозигот, в случае наличия 
доминантности исторически имеющие свои особые названия по количеству 
доминантных аллелей: 

АААА — гомозигота, 

АААа — триплекс, 

ААаа — дуплекс, 

Аааа — симплекс, 

аааа — гомозигота. 
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Рассмотрим генетические расщепления среди производимых тетраплои- 
дом гамет, исходя из не особенно вероятного идеального расхождения тетра- 
валента 2:2. Обратим внимание, что каждая клетка диады имеет теперь по две 
копии каждой хромосомы, каждая из которых представлена двумя хромати- 
дами. Во втором делении мейоза пара хроматид каждой из них случайным об- 
разом и вне зависимости друг от друга расходится к разным полюсам, как и в 
обычном митозе. При этом в случае кроссинговера генетическое расщепление 
может продолжаться и во втором делении мейоза. 

Вспомним, что хромосомы расходятся, влекомые за центромеры. Поэто- 
му для рассмотрения расщепления по локусу а нам очень важно знать его ге- 
нетическое расстояние до центромеры, а именно — рекомбинирует ли он с ней 
и если да, то не настолько ли часто, чтобы его сцеплением с центромерой можно 
было бы пренебречь. Если он не рекомбинирует, то аллели расщепляются ис- 
ходя из того, что сестринские хроматиды одной хромосомы в отношении мар- 
кера идентичны, в первом делении мейоза они расходятся к разным полюсам 
как одно целое, а расщепление во втором делении мейоза отсутствует, так как 
генотип клеток тетрады повторяет генотип материнских для них клеток диады. 

Если аллели маркера свободно рекомбинируют с центромерой, то расще- 
пление происходит так, как если бы все гомологичные хроматиды (а их всего 
восемь) в обоих делениях мейоза расходились к полюсам случайно, безотно- 
сительно того, принадлежали они к одной и той же хромосоме или к разным 
гомологичным хромосомам. 

Эти две крайности называются хромосомным и хроматидным расщепле- 
нием соответственно. Давайте посмотрим, какие в этих случаях образуются 
гаметы и в каких теоретически ожидаемых соотношениях будут возникать три 
наших типа гетерозигот (табл. 19.1). Понятно, что при хромосомном расще- 
плении речь идет о некоторых из 6 возможных и равновероятных сочетаний 
из 4 по 2, а при хроматидном — о некоторых из 28 возможных и равновероят- 
ных сочетаний из 8 по 2. 

Таблица 19.1 

Хромосомное и хроматидное расщепление трех типов гетерозигот 

у тетраплоидов в случае расхождения бивалентов 2: 2 


Гаметы 
Родители 
Хромосомное расщепление | Хроматидное расщепление 
АААа ЗАА : ЗАа 15АА : 12Аа: 1аа 
триплекс 


ААаа 1АА : 4Аа: 1аа 6АА : 16Аа: баа 
дуплекс = 
ЗАА : 8Аа : Заа 


Аааа ЗАа : Заа 1АА : 12Аа: 15аа 


симплекс 
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Во-первых, во втором случае мы видим некоторые очень непривычные 
соотношения. (Напомним, что в данном случае мы говорим о соотношениях 
трех возможных генотипов в непривычном месте — это соотношение геноти- 
пов гамет, а не зигот). 

Во-вторых, обратим внимание на то, что выход гаметы, которая несет 
только рецессивные аллели, т. е. генотипа аа, всегда выше при хроматидном 
расщеплении. При расщеплении триплекса это вообще невозможно при хро- 
мосомном расщеплении, а возможно только при хроматидном, с теоретически 
ожидаемой вероятностью около 1/28 = 0,036. При расщеплении дуплекса ве- 
роятность этого события несколько больше при хроматидном расщеплении 
(3/14 = 0,21), чем при хромосомном (1/6 = 0,17). При расщеплении симплекса 
она незначительно падает с 15/28 = 0,54 при хроматидном до 3/6 = 0,5 при хро- 
мосомном расщеплении. 

При расщеплении триплекса гамета аа может образоваться только при 
выполнении трех условий: 1) если между рецессивным маркером и центро- 
мерой произошел кроссинговер; 2) если обе кроссоверные хромосомы (т. е. 
обе хроматиды, несущие аллель а) попали в одну клетку диады и 3) в одну 
из двух образовавшихся из нее клеток тетрады попали кроссоверная и не- 
кроссоверная хроматиды, несущие аллель а. (Это явление называется двой- 
ной редукцией, так как явление, характерное для редукционного деления — 
выщепление рецессива из гетерозиготы — происходит и во втором, экваци- 
онном, делении мейоза). Последовательность таких событий в случае одного 
кроссоверного события между центромерой и локусом а показана на рис. 
19.1. 

В результате при одном кроссоверном событии мы получаем расще- 
пление генотипов гамет 13АА : 10Аа : Таа (частота гаметы аа 4,2 %) вместо 
15АА : 12Аа : 1а (частота гаметы аа 3,5 %) при хроматидном расщеплении, ко- 
торое предполагает полное отсутствие сцепления с центромерой. Заметим, что 
при одном кроссоверном событии доля рецессивных гомозигот оказывается 
выше, чем при отсутствии сцепления (т. е. произвольном количестве кроссо- 
верных событий). Можно убедиться, что один — это именно то количество 
кроссоверных событий в расчете на две вступающих в кроссинговер хромо- 
сомы, при котором вероятность двойной редукции максимальна. Если крос- 
соверных обменов не будет, то мы вообще не получим двойной редукции (как 
при хромосомном расщеплении). Второе кроссоверное событие в той же паре 
хромосом приведет к тому, что только в половине случаев мы будем иметь хро- 
матиды, несущие аллели А и а, соединенные с одной и той же центромерой — 
условие двойной редукции, как это показано на рис. 19.1. Кроссинговер с уча- 
стием одной или двух других хромосом не изменит ничего в частоте ситуаций, 
когда с одной из центромер соединены хроматиды, несущие аллели А и а. 

Таким образом, в случае триплекса увеличение частоты кроссингове- 
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Рис. 19.1. Расщепление триплекса в отношении локуса а в ходе образования тетраплои- 
дом гамет при допущении одного кроссоверного событии между локусом и центроме- 
рой [Инге-Вечтомов С. Г. Генетика с основами селекции. М. : Изд-во Н-Л, 2010. 718 с.] 
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ра между центромерой и локусом а приведет к сокращению выхода гамет аа 
по сравнению с сиутацией, когда кроссоверный обмен строго один, как 
на рис. 19.1. Таким образом, при хроматидном расщеплении триплекса выход 
рецессивов получется меньше, чем в этой идеальной ситуации. Другое дело, 
что в силу стохастичности процесса кроссинговера выполнение строгого ко- 
личества кроссоверных событий на одном участке хромосомы недостижимо; 
так, один кроссоверный обмен соответствовал бы дистанции в 50 СМ, но при 
этой дистанции у нас встречались бы случаи, когда происходило бы более од- 
ного кроссоверного события или они отсутствовали бы вовсе. Расчеты пока- 
зывают, что хроматидное расщепление, при котором генетическое расстояние 
от центромеры до маркера велико (хроматидное расщепление), дает такие 
же результаты, как в случае, когда это расстояние составляет 42 СМ, т. е. при 
увеличении расстояния выход гамет аа увеличивается, максимум приходится 
на 50 сМ, а потом выход гамет аа снова уменьшается. 

Так или иначе, вероятность появления гаметы аа в потомстве триплекса 
зависит от кроссоверного расстояния локуса а от центромеры — за счет того, 
что само это появление зависит от комбинации центромер и аллелей во вто- 
ром делении мейоза. Это в принципе позволяет по выходу рецессивов грубо 
локализовать центромеру на генетической карте, хотя бы на уровне «очень 
близко к центромере» (хромосомная сегрегация) либо «далеко от центроме- 
ры» (хроматидная сегрегация), что было невозможно при анализе генетиче- 
ского расщепления диплоидов. 


19.4. Аллополиплоиды, или амфидиплоиды 


Межвидовые гибриды часто жизнеспособны, но стерильны. Обычная 
причина этой стерильности — нарушения в мейозе, так как хромосомы ока- 
зываются дивергировавшими настолько, что не узнают себя в качестве гомо- 
логов и не спариваются. Такие гибриды могут быть названы амфигаплоидами, 
поскольку они имеют два разных гаплоидных генома, каждый в одной копии. 

Логично предположить, что если в кариотипе окажется по две копии 
каждого из таких гаплоидных наборов хромосом, две хромосомы каждого 
из них спарятся друг с другом попарно с образованием нормальных бивален- 
тов и мейоз пройдет нормально. Такие организмы называются амфидиплоиды, 
или аллотетраплоиды. Понятно, что амфидиплоиды можно получить толь- 
ко на основе достаточно родственных видов, тогда как слишком отдаленные 
гибриды невозможны вследствие конфликта слишком разных генетических 
программ. Таким образом, хромосомные наборы амфидиплоида должны со- 
хранять значительное сходство по происхождению, т.е. гомологию. Чтобы 
отличать их от двух гомологичных хромосом, полученных от каждого из ро- 
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дительских видов, такие хромосомы было принято называть гомеологичными, 
или гомеологами. 

Подобный путь получения фертильных отдаленных гибридов был пред- 
ложен еще в 1917 г. О. Винге. Однако впервые реализован он был отечествен- 
ным генетиком Георгием Дмитриевичем Карпеченко, исследование которого 
было опубликовано в 1928 г. (В 1941 г. он был расстрелян по сфабрикованному 
обвинению, но со всей очевидностью из-за своих генетических взглядов, про- 
тиворечащих ламаркизму Лысенко, объявленного государственной идеологи- 
ей.) Он обработал колхицином стерильный гибрид между капустой (Втауяса 
оегасеа) и редькой (Карйапи$ заНуи$). При этом произошло удвоение хромо- 
сомных наборов и возникло фертильное аллотетраплоидное растение, кото- 
рое он назвал Карйапобтазяса. Схема его опыта приведена на рис. 5.2. Ввиду 
простоты ее можно было и не иллюстрировать, однако картинка приведена 
скорее чтобы продемонстрировать не слишком бросающееся в глаза различие 
в стручках капусты, редьки и рафанобрассики. Собственно, это и был главный 
признак, по которому этот новый организм можно было опознать, поскольку 
эти два рода очень схожи, если не считать «разогнанных» селекцией хозяй- 
ственно-ценных признаков. Не следует думать, что рафанобрассика имела од- 
новременно кочаны и корнеплоды: в формировании побегов и стеблей возоб- 
ладали аллели дикого типа одного из родителей. 


Колхицин 


© Стерильный Фертильный 
` гибрид аллополиплоид 
Родители КВ АЕВВ 
п+п=9+9 
(2п) = (18) 2п+ 2п= 18 + 18 
Вгазэгса 3 (4п) = (36) 
[#22>7) = 


2п= 18 


Рис. 19.2. Схема получения рафанобрассики — 
амфидиплоида капусты (В) и редьки (В) [га.мре1а.оге] 
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Оказалось, что у высших растений амфидиплоиды широко распростра- 
нены в природе. К ним относятся, например, знаменитая секвойя — амфиди- 
плоид метасеквойи и секвойядендрона, садовые формы земляники (извест- 
ные в народе под названиями «клубника» и «виктория»), многие цитрусовые. 
Для ряда природных амфидиплоидных видов был с успехом проведен так 
называемый ресинтез видов — когда геномы предковых видов объединяли 
по приведенной выше схеме в эксперименте и при этом получали растения тех 
же самых видов, которые были хорошо известны из природы. 

Наиболее впечатляющие примеры аллополиплоидии являют собой пше- 
ницы. Базовое число хромосом в трибе пшеницевых (Тисиипае) п = 7. В орби- 
ту культуры пшеницы попадают два выделяемых ботаниками рода — пшени- 
ца (Тиисит) и эгилопс (АеЙорз). В природе встречаются как диплоидные, так 
и тетраплоидные виды пшениц, причем последние являются аллотетраплоида- 
ми, т. е. амфидиплоидами. К диплоидным диким видам относятся, например, 
Тийсит итапи и Т. Беойсит, к диким аллотетраплоидным — Т. @соссо14ез. Сре- 
ди культурных видов находим диплоидный Т/йсит топососсит, аллотетра- 
плоидные Т. @соссит (древняя культурная форма), Т. дигит (твердая пшени- 
ца, из которой делают макаронные изделия) и аллогексаплоидную Т. аезНуит 
(мягкая пшеница). 

В трибе пшеницевых принято различать несколько базовых типов га- 
плоидных геномов — для простоты говорят о нескольких базовых геномах, 
обозначаемых большими латинскими буквами. Различия между базовыми 
геномами сформировались на начальных этапах дивергенции трибы. Разные 
диплоидные виды могут иметь один и тот же базовый геном (в этом случае ди- 
вергенция недостаточна, чтобы признать их геномы относящимися к разным 
типам), а у амфиполиплоидных видов они могут по-разному комбинировать- 
ся. Принято говорить о геномной конституции видов. 

Так, диплоидные пшеницы, как дикие, так и культурные — Т/#сит ига и, 
Т. Беонсит и Т. топососсит — имеют геномную конституцию АА. Тетрапло- 
идные пшеницы Т. @соссощез, Т. @соссит, Т. 4итит имеют геномную консти- 
туцию ААВВ. Установлено, что геном А происходит от Т. ига, а геном В — 
от исчезнувшего к настоящему времени виду эгилопса, родственного АесЙорз 
зреШо14ез. Культурные тетраплоидные пшеницы Т: @соссит и Т. дигит могли 
возникнуть вследствие независимой доместикации дикой Т. @соссо14ез. В то 
же время мягкая пшеница Т. аезНуит заведомо возникла уже в культуре вслед- 
ствие дальнейшей спонтанной гибридизации аллотетраплоидной пшеницы 
с дикорастущим диплоидным злаком АесЙор5 шизсИй (= А. здиаттоза), став- 
шим донором генома О, так что мягкая пшеница является аллогексаплоидом 
с геномной конституцией ААВВО. Был, в частности, проведен и экспери- 
ментальный ресинтез мягкой пшеницы путем скрещивания тетраплоидной 
Т @соссо4ез с диплоидным А. 1аизсйй — был получен их гибрид с 21 хромосо- 
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мой, от которого посредством обработки колхицином был получен 42-хромо- 
сомный аллогексаплоид, соответствовавший мягкой пшенице. 

Гомеологичные хромосомы иногда спариваются, особенно часто у амфи- 
гаплоидов («обычных» гибридов), где отсутствуют истинные гомологи. У ал- 
лополиплоидов выявляются специальные гены, препятствующие гомеологи- 
ческому спариванию, по этим генам удается получить мутации, разрешающие 
гомеологичное спаривание. Со всей очевидностью у аллополиплоидов должен 
действовать естественный отбор, направленный против гомеологического 
спаривания, которое снижает фертильность за счет проблем в мейозе. 

Уже в составе аллополиплоида гомеологи продолжают дивергировать. 
В частности, начинается процесс диилоидизации — мутационного выключе- 
ния тех или иных генов в одном из гомеологичных геномов, поскольку соот- 
ветствующая функция выполняется гомеологичным геном в другом геноме. 
Либо же функции гомеологичных генов также дивергируют. Таким образом, 
полиплоидия, а скорее аллополиплоидия, является движущим фактором 
эволюции путем дупликации генов, идею которой (в наше время кажущую- 
ся вполне тривиальной) высказал американский эволюционист Сузуму Оно 
(сын японского военного коменданта Манчжурии). Так, следы древней алло- 
полиплоидии прослеживаются у рыб иу бобовых растений. Однако такой путь 
эволюции ведет к увеличению информационного содержания генома, для ко- 
торого существует мягкая верхняя граница, связанная с мутационным грузом. 
В силу ошибок при копировании ДНК как носителя наследственной информа- 
ции, частота которых определяется химическими свойствами этой молекулы, 
геном не может нести слишком много осмысленных генов, ибо тогда вредных 
мутаций станет слишком много, чтобы даже при самой высокой плодовитости 
возникали свободные от них потомки. Постепенный процесс диплоидизации, 
следующий за событиями полиплоидизации, не позволяет аллополиплоидам 
подойти к этому пределу слишком близко. 


19.5. Анеуплоидия 


Поскольку анеуплоидия — это любое некратное изменение количества 
гомологичных хромосом в ядре (или их крупных фрагментов), случаи анеу- 
плоидии могут быть самыми разнообразными и экзотичными. Среди них нас 
будут интересовать лишь самые простые — трисомия и моносомия. Первая за- 
ключается в том, что одна из хромосом основного набора представлена не дву- 
мя, а тремя гомологами, вторая — одним гомологом. Соответствующие орга- 
низмы принято называть рисомиками и моносомиками. Термин происходит 
от греческого слова ооца (тело) и указывает на то, сколько телец определенно- 
го типа цитологи прошлого наблюдали на метафазных пластинках. 
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Рис. 19.3. Форма коробочек эуплоидного 
дурмана (Раита зтатотит) (вверху) и его 
трисомиков по разным хромосомам (ниже) 
[Гершензон С. М. Основы современной гене- 
тики. Киев : Наукова думка, 1979. 508 с.] 


Трисомию принято разделять 
на первичную, вторичную и тре- 
тичную. В первом случае речь идет 
о простом добавлении к кариотипу 
лишней копии одного из гомоло- 
гов (хорошо известным примером 
может служить синдром Дауна). Во 
втором — об образовании из акро- 
центрической хромосомы изохро- 
мосомы, т. е. хромосомы, имеющей 
два одинаковых плеча. В третьем 
случае к кариотипу добавляется 
обменная хромосома, составлен- 
ная из фрагментов двух негомоло- 
гичных. Такие индивидуумы воз- 
никают в потомстве гетерозигот 
по реципрокным транслокациям, 
в профазе мейоза которых, как мы 
помним, образуются транслокаци- 
онные кресты, смежные расхож- 
дения которых в анафазе первого 
деления мейоза приводят к несба- 
лансированным и нежизнеспособ- 
ным гаметам у растений, а диаго- 
нальные расхождения — к сбалан- 
сированным гаметам. Однако если 
одна из четырех хромосом, уча- 
ствующих в кресте, невелика, то 
возможны расхождения 3 : 1, когда 
две хромосомы, расположенные 
в кресте диагонально, прихваты- 
вают смежную с ними небольшую 
хросомому. Зигота, образованная 
с участием такой гаметы, и будет 
третичным трисомиком. 

Трисомики и моносомики по 
определенным хромосомам часто 


имеют узнаваемые фенотипы. В этом отношении примечательна ставшая клас- 
сической работа А.Ф. Блексли и Б.Т. Эйвери с дурманом (Раита зтатотит). 
В конечном итоге ими были получены первичные трисомики по каждой хро- 
мосоме дурмана, а также вторичные трисомики. Каждый такой кариотип от- 
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личался характерным (но лишь для опытного исследователя!) фенотипом, осо- 
бенно коробочек (рис. 19.3). 

У гороха третичные трисомики даже по очень маленькой обменной хро- 
мосоме, возникшей за счет первой зафиксированной в истории генетики ре- 
ципрокной транслокации Хаммерлунда, вовлекшей нынешние группы сцепле- 
ния [и №А МОЖНО ДОВОЛЬНО безошибочно определить по волнистым листочкам 
и прилистникам и крупным прицветникам. Нам удалось получить даже те- 
трасомики, несущие две копии этой обменной хромосомы, у которых данные 
свойства фенотипа еще более усилены (рис. 19.4). 


Рис. 19.4. Фенотип и кариотип (внизу) тетрасомика гороха по маленькой обменной 
хромосоме, возникшей при реципрокной транслокации Хаммерлунда 


Моносомики обычно летальны, но у дрозофилы моносомики по хромосо- 
ме 4 жизнеспособны, хотя слабы и мелки. 

В профазе первого деления мейоза первичного трисомика три копии го- 
мологичных хромосом образуют тривалент (реже — бивалент и унивалент). 
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Тривалент с генотипом ААа (такую гетерозиготу можно опять-таки на- 
звать дуплексом) и хромосомным типом расщепления образует клетки диа- 
ды, а затем клетки тетрады и гаметы со следующим расщеплением генотипов: 
1АА :2Аа:2 А : 14. Здесь генотипам соответствуют равновероятные сочетания 
из 3 по 2 (к одному полюсу отошли два гомолога), а также из 3 по 1 (к полюсу 
отошел один гомолог) (рис. 19.5 а). Если с таким трисомиком провести анали- 
зирующее скрещивание с эуплоидным родителем генотипа йа, то мы получим 
соотношение фенотипов А иаб: 1 вместо 1 : 1, как в случае обычного гетеро- 
зиготного дисомика. 

При хроматидном типе расщепления мы должны рассматривать не попа- 
дание хромосом в клетки диады, а попадание хроматид в клетки тетрады — 
будущие гаметы. Половина их будет нести две хроматиды из шести в равнове- 
роятных сочетаниях из 6 по 2, каковых имеется 15. Хроматид с рецессивным 
аллелем а всего две, поэтому при анализирующем скрещивании только одно 
из 15 равновероятных сочетаний таких гамет — с генотипом а а — даст рецес- 
сивный фенотип (рис. 19.3 6). Половина гамет будет нести только одну хрома- 
тиду, при этом только два варианта из шести возможных — с генотипом а — 
дадут рецессивный фенотип в анализирующем скрещивании. Таким образом, 
в анализирующем скрещивании мы получим рецессивный фенотип в сумме 
с вероятностью 1/2 х 1/15 + 1/2 х 2/6 = 1/30 + 1/6 = 6/30 = 1/5, т. е. соотношение 
фенотипов 4А : 1а. Но явление вторичной редукции может дать и больший вы- 
ход фенотипа а при меньших расстояниях от гена до центромеры. 

Тривалент с генотипом Ааа (симплекс) и хромосомным расщеплением 
даст гаметы со следующим расщеплением фенотипов: 2Аа : 1аа : 1А : 24. В ана- 
лизирующем скрещивании с эуплоидом генотипа аа мы получим неинформа- 
тивное соотношение фенотипов 1 : 1, поскольку оно совпадает с таковым при 
скрещивании с участием эуплоидной гетерозиготы. При хроматидном типе 
расщепления среди половины гамет, получивших две хроматиды, 9/15 будут 
нести хотя бы один доминантный аллель и 6/15 будут иметь генотип а а; среди 
половины гамет, получивших одну хроматиду, доля гамет с генотипом а будет 
составлять 2/3. При анализирующем скрещивании доля потомков с рецессив- 
ным фенотипом а составит 1/2. х 6/15 + 1/2 х 2/3 = 6/30 + 2/6 = 1/5 + 1/3 = 8/15, 
т.е. соотношение 7А : да, которое хотя и отличается от 1 : 1, но чрезвычайно 
к нему близко. 

Поэтому если получить трисомик, где две хромосомы пришли от родителя 
с доминантным аллелем (например, аллелем дикого типа), а одна — мутантная, 
и скрестить с диплоидной гомозиготой по мутации, то по резкому отклонению 
от привычных Менделевых соотношений можно судить, что локус — именно 
в этой хромосоме. На этом основан генетический анализ рецессивных мута- 
ций с применением триплоидных тестеров, гомозиготных по доминантным 
маркерам (например, дикого типа). Среди их гамет будут встречаться гаметы 
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с двумя доминантными аллелями. Скрещивая такие растения с носителем ре- 
цессивной мутации, отбирая трисомиков среди потомков Е, по некоторой 
доле стерильной пыльцы (за счет проблем с расхождением тривалента в мей- 
озе) и проверяя потомство Е, или анализирующего скрещивания на предмет 
резкого отклонения от менделевских отклонений в пользу доминантного алле- 
ля можно локализовать мутацию на одной из хромосом. Опять-таки, о сцепле- 
нии с центромерой можно судить, если сопоставить результаты с ожидаемыми 
при хромосомном и хроматидном расщеплении. 


Для отбора трисомных гибридов Е, 
удобно, если трисомию по конкретным хро- 
мосомам можно распознать по фенотипу, 
как это удается сделать у дурмана. 

Моносомики обычно жизнеспособны 
у аллополиплоидов, так как гомеологичные 
гены в основном дублируют друг друга. Так, 
у аллогексаплоидной мягкой пшеницы мо- 
носомия приведет к уменьшению дозы ге- 
нов этой хромосомы не вдвое, а всего лишь 
на 1/6 (если не учитывать диплоидизацию). 
У пшениц возможны и нуллисомные ли- 
нии — при этом происходит уменьшение 
дозы гомеологичных генов, находящихся 
на данной хромосоме, на треть. На основе 
сорта мягкой пшеницы Чайниз Спрингз по- 
лучена серия нуллисомных линий по всем 
хромосомам. Колосья этих линий изображе- 
ны на рис. 19.6. Нуллисомные линии можно 
использовать при картировании мутаций 
с точностью до гомеологичных хромосом. 

Кроме того, с помощью нуллисомных 
линий можно делать так называемые заме- 
щенные линии, у которых какая-либо пара 
гомеологичных хромосом замещена тако- 
вой от другого генотипа. Такие линии ис- 
пользуются для оценки на изогенном фоне 
вклада конкретной хромосомы из конкрет- 
ного источника в какие-либо признаки. 
Для получения замещенных линий линию 
донора скрещивают с нуллисомиком в ряду 
поколений. В потомстве имеет место рас- 
щепление нуллисомики — моносомики, где 


а 


< 


Я $5 
6 СА А 
СА а_ 


Рис. 19.5. Схемы, иллюстрирующие 
возможные сочетания (а) хромо- 
сом при хромосомном либо (6) 
хроматид при хроматидном рас- 
щеплении трисомиков с геноти- 
пом ААа. В случае хромосомного 
расщепления неразделяемые, сце- 
пленные с центромерой пары алле- 
лей обведены кружками, а случаи 
попадания в гамету единственной 
хромосомы, представленной парой 
хроматид, символизируют полу- 
замкнутые стрелки 
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Рис. 
Чайниз Спрингз (вверху слева) и полученных 


19.6. Колосья сорта мягкой пшеницы 


на его основе нуллисомных линий (остальное), 
под каждым колосом подписана отсутствую- 
щая хромосома в сквозной римской нумерации 
[Гершензон С. М. Основы современной генети- 
ки. Киев : Наукова думка, 1979. 508 с.] 


единственная хромосома моно- 
сомиков представлена замещае- 
мой хромосомой. В каждом по- 
колении посредством цитологи- 
ческого анализа выбирают моно- 
сомиков и берут их в следующее 
поколение скрещиваний с нул- 
лисомной линией. Так продол- 
жается много поколений. При 
этом все остальные хромосомы 
рано или поздно оказываются 
происходящими от нуллисомной 
линии. В конце концов получают 
моносомик, который отличает- 
ся от исходного нуллисомика 
лишь присутствием замещаю- 
щей хромосомы. После этого 
замещенный дисомик получают 
путем самоопыления такого мо- 
носомика и выбором из потом- 
ства эуплоида. Метод изящный 
и простой, но требующий посто- 
янного цитологического анализа 
на каждом этапе. 

Можно получить также се- 
рию дополненных линий, где 
к геному одного вида добавлена 
пара гомологичных хромосом 
родственного вида. Так, напри- 
мер, путем скрещивания аллоте- 
траплоидной твердой пшеницы 
с диплоидной рожью с последу- 
ющей обработкой колхицином 
был получен аллополиплоид, на- 


званный тритикале (Тиса, от Тийсит — пшеница и $ес@е — рожь). Он име- 
ет 42 хромосомы, все геномы как положено представлены в двух гомологичных 
копиях. Опыляем тритикале пыльцой твердой пшеницы. Получаем потомство, 
у которого хромосомные наборы пшеницы представлены двумя гомологами, 
а набор ржи — единственным гомологом, т. е. его «пшеничная часть» диплоид- 
на, а «ржаная часть» — гаплоидна. В образуемых им гаметах хромосомы ржи 
распределяются случайно. Снова опыляем пыльцой пшеницы. Полученное по- 
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томство будет иметь от 28 до 35 хромосом, причем те индивидуумы, которые 
имеют 35 хромосом, заведомо несут все хромосомы пшеницы в двух копиях 
и единственную хромосому ржи. Если им дать самоопылиться, то в потомстве 
можно будет найти растения с 30 хромосомами — они и будут искомыми дис- 
омиками по паре гомологов ржи в дополнение к пшенице; размножая их в чи- 
стоте, получаем искомые замещенные линии. 


19.6. Гаплоиды 


Как уже говорилось, гаплоидные особи — а именно самцы — встреча- 
ются естественным образом у насекомых, у которых имеет место арреното- 
кия, при этом соматические клетки у них содержат по два идентичных на- 
бора хромосом. У многих растений гаплоиды, не встречающиеся в приро- 
де, можно получить экспериментально, например, посредством опыления 
материнского растения малофункциональной пыльцой, взятой от другого 
вида или облученной высокими дозами радиации. Пыльцевые трубки такой 
пыльцы индуцируют развитие семяпочки без оплодотворения, как минимум 
яйцеклетки. Также можно регенерировать гаплоидов из каллуса, полученно- 
го из пророщенной пыльцы, т. е. из мужского гаметофита. Как правило, га- 
плоиды представляют собой слабые, тщедушные растения. Неудивительно, 
что они полностью стерильны, поскольку в мейозе их хромосомы вообще не 
находят партнеров для спаривания, а значит даже не могут нормально разой- 
тись к полюсам первого деления. Путем обработки колхицином, допустим, 
того же каллуса, можно получить дигаплоиды — растения с удвоенным га- 
плоидным геномом. Они по определению полностью гомозиготны, т. е. сра- 
зу представляют собой готовые «сверхчистые» линии и находят применение 
в генетических экспериментах. 
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ГААВА 20 


МОБИЛЬНЫЕ ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ЭЛЕМЕНТЫ 
ИРНК-ИНТЕРФЕРЕНЦИЯ 


20.1. Классификация мобильных элементов 


Мобильными генетическими элементами, менее строго называемыми 
также транспозонами, называются отрезки ДНК генома, способные: 

1) либо к перемещению в геноме путем транспозиции, т. е. эксцизии (вы- 
резанию) из одного места генома и инсерции (встраиванию) в другое, 

2) либо к экспансии в геноме за счет дупликаций путем копирования 
и инсерции новых копий в новые места генома. 

Пользуясь наиболее понятной в наши времена аналогией, можно сказать, 
что при этом над генетическим текстом осуществляется одна из привычных нам 
операций — сиё ап4 рае (СШ Х — СШ У) либо сору ап4 рае (СШС — СШУ). 

Какмы увидим, эти две способности довольно сильно различаются по сво- 
им механизмам, и общее здесь только то, что мобильные генетические элемен- 
ты способны появляться в тех позициях генома, где их раньше небыло — прак- 
тически в любой точке генома. Полноценные мобильные элементы кодируют 
ферменты, необходимые для вышеуказанных функций, но нуждаются и в фер- 
ментной машине, кодируемой в геноме за пределами мобильных элементов. 
Здесь так и хочется сказать «в ферментной машине хозяина», имея в виду, что 
мобильные элементы можно назвать геномными паразитами. Фактически так 
оно и есть. Нас не должен смущать тот факт, что они присутствуют в геноме 
столь давно, что в некоторых случаях приобрели определенную функциональ- 
ную нагрузку и стали жизненно необходимыми — вряд ли любой современ- 
ный организм выжил бы, если бы каким-то образом удалось очистить его ге- 
ном от всех мобильных элементов. Но и в мире паразитизма есть много приме- 
ров, когда хозяин теряет возможность жить без некоего паразита (например, 
круглые черви филярии, вызывающие слоновую болезнь, уже не могут жить 
без внутриклеточной паразитической бактерии вольбахии, так что слоновую 
болезнь теперь лечат антибиотиками). 

Однако большинство копий мобильных элементов в геноме дефектны — 
они либо неавтономны, т. е. перемещаются или размножаются с использовани- 
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ем ферментов, кодируемых автономными, недефектными копиями, либо вооб- 
ще не способны к перемещению и постепенно деградируют за счет мутаций. 

Мобильные генетические элементы подразделяют как минимум на два 
больших класса и один (или больше) маленький. 


Класс 1. Ретротранспозоны 

Размножаются в геноме посредством копирования и инсерции копий — 
по принципу «Сору ап@ Рае» (СШ С — СШ У). Копирование идет через 
РНК-посредник и фермент ревертазу (это русское название, по-английски — 
обратная транскриптаза, геуегзе тапзсир{азе). Этот фермент сначала строит 
цепь ДНК по матрице РНК, затем РНК гидролизуется тем же самым фермен- 
том или отдельной РНКазой, и та же самая ревертаза достраивает вторую цепь 
ДНК. В геноме ДНК ретротранспозона всегда остается на месте. За счет этого: 
1) общая масса ретротранспозонов в геноме имеет тенденцию к увеличению 
и 2) индуцированные их инсерциями мутации стабильны, т. е. не ревертируют 
к норме. 


Подкласс 1.1. ГТЕ-ретротранспозоны 

ГТК ретротранспозоны (аббревиатура ГТВ означает Гопз Тегиз1па| Кереа() 
имеют длинные (100-5000 пар оснований) прямые терминальные повторы. 
(В механизме размножения этих ретротранспозонов очень важно, что повто- 
ры именно прямые, а не инвертированные.) Они сходны с ретровирусами, 
но не образуют вирионов, чем, собственно, от них и отличаются; встроенные 
в геном ретротранспозоны функционально подобны провирусам. Обычно ре- 
тротранспозон включает два гена. Первый сходен с геном ретровирусов $а8 
и кодирует белковые компоненты нуклеопротеинового компонента вирионов, 
второй — с геном ретровирусов рор, ответственным за все активности, связан- 
ные с транспозицией: протеазную, ревертазную, РНК-азную и интегразную. 
Ген ро! транслируется как полипротеид, который затем разрезается протеаза- 
ми на отдельные ферменты, но не всегда. Иногда оба гена за® и ро] транслиру- 
ются как единый полипротеид. В некоторых случаях есть третий ген, позиция 
которого совпадает с позицией гена ретровирусов епу, кодирующего белки 
капсида, однако гомологии с этим геном не прослеживается. Потеря функцио- 
нального гена еиу и отличает ГТВ ретротранспозоны от ретровирусов. 

Ретротранспозон всегда транскрибируется как единая мРНК. ГТК имеют 
три участка — 3, В и 05; транскрипция идет от 5’-конца левого К до 3’-конца 
правого К, так что образующаяся мРНК не несет копии левого ЦЗ и правого 
05. Обратная транскрипция происходит в цитоплазме, поскольку первона- 
чальной затравкой служит ТРНК, к которой «правее» (примыкая к его 3’-кон- 
цу — напомним, что транскрипт имеет те же концы, что и кодирующая цепь 
ДНК, по которой мы «читаем» гены) левого ГТК имеется комплементарный 
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участок. От нее строится комплементарная цепь ДНК до 5’-конца РНК («вле- 
во»). Затем РНК в ДНК-РНК дуплексе удаляется, так что левые В и 05 ока- 
зываются представленными «висячей» ДНК, оканчивающейся участком В со 
свободным 3’-концом. Этот конец перемещается к правому концу ретротранс- 
позона, так что участок В одноцепочечной ДНК «слева» образует дуплекс 
с участком В справа, а ее 3’-конец праймирует построение второй цепи ДНК 
на большей части длины ретротранспозона. РНК-ДНК дуплекс снова разру- 
шается, но 3’-конец части его, представленой полипуриновым трактом, успе- 
вает послужить затравкой для построения второй цепи ДНК «справа». Однако 
затем достроенный участок второй цепи ДНК переносится «влево», где слу- 
жит затравкой для построения второй цепи ДНК «вправо», на большей части 
длины ретротранспозона, а 3’-конец одноцепочечной ДНК служит затравкой 
для второй цепи ДНК «влево». В ходе всех этих весьма сложных процессов, 
включающих неоднократную достройку ДНК, разрушение ДНК-РНК дуплек- 
сов и перенос коротких участков одноцепочечной ДНК «слева направо» и об- 
ратно, образуется линейная ДНК-копия ретротранспозона с полными ГТК. 
Она перемещается в ядро и встраивается в геном. Схема построения новой 
копии ГТВ-ретротранспозона по его транскрипту приведена на рис. 20.1. 

Встройка (рис. 20.2) происходит под действием фермента интегразы, 
по одной молекуле которого связываются с обоими концами транспозона, 
представляющими собой очень короткие инвертированные повторы. При этом 
они осуществляют процессинг 3’-концов транспозона, удаляя 2-3 нуклеотида, 
так что укороченный 3’-конец с каждой стороны кончается динуклеотидом 
СА, а 5’-конец оказывается висячим и временно прикрепляется к 3’-концу, 
образуя шпильку. Обе молекулы интегразы образуют димер и вместе атакуют 
хозяйскую ДНК по специфическим очень коротким, вплоть до динуклеотида 
(например, АТ), палиндромным сайтам-мишеням, обладающим симметрией 
в двуцепочечном состоянии. При этом укороченные (!) 3’-концы транспозона 
атакуют хозяйскую ДНК, внося однонитевые разрывы по краям этой мишени 
разрывов с образованием висящих 3’-концов, шпилька раскрывается, а вися- 
чие 5’-концы ретротраспозона прикрепляются к этим 3’-концам мишени, так 
что висячие 3’- и 5’-концы соединяются встык (а не как липкие концы, как 
можно было бы предположить). 

У эукариот имеются три основных класса [ТВ-ретротранспозонов: Ту1- 
сорла ШКе, Ту-3 гурзу ШКе и Рао ВЕГ. (эти имеются только у животных). 


1.2. №ои-ГТК ретротранспозоны 

1.2.1. ГПМЕ (Гоп Пиуегзрегзе4 Иетег(5) не имеют ГТК. В их кодирующей 
цепи на 3’-конце имеется сигнал полиаденилирования и поли-А. На первый 
взгляд они не имеют структур, специализированных для восстановления соб- 
ственной структуры после транскрипции, а скорее выглядят как двуцепочеч- 
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Рис. 20.1. Схема образования новой копии ГТВ-транспозона из его транскрипта. 
ГТВ — длинные концевые повторы, 03, Ки 05 — их составные части, РВ$ — участок, 
гомологичный тРНК 


ные ДНК-реплики с «обычных» мРНК. Однако воспроизведение и встройка 
полноценной копии такого транспозона обеспечиваются тем, что промотор 
к РНК-полимеразе П, с которого начинается транскрипция ИМЕ, — внутрен- 
ний, или транскрибируемый (тогда как обычно все промоторы для этой поли- 
меразы — внешние), т. е. он транскрибирует в том числе и самого себя. Терми- 
нация транскрипции происходит в районе поли-А, но затем поли-А достраи- 
вается, как и при процессинге обычной мРНК, так что первичная структура 
транскрипта МЕ приобретает полную гомологию самому ретротранспозону. 
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Рис. 20.2. Схема интеграции ГТК-транспозона 
в геном. Обозначения как на рис. 20.1 


Обратная транскрипция идет не в цитоплазме, а прямо в ядре, поскольку 
затравкой для нее служит сама геномная ДНК в месте будущей встройки ре- 
тротранспозона. Для этого в нее вносится одноцепочечный разрыв по 3’-гра- 
нице какого-нибудь поли-Т тракта. Образовавшийся одноцепочечный 3’-по- 
ли-Т-конец оказывается комплементарным поли-А тракту РНК-транскрипта 
ретротранспозона и затравкой для ее обратной транскрипции (рис. 20.3). Про- 
мотор для ревертазы находится у ММЕ-ретротранспозонов непосредственно 
перед поли-А трактом. Таким образом, в самом начале построения ДНК но- 
вой копии ретротранспозона она оказывается ковалентно связанной с местом 
своей будущей посадки. Такие ретротранспозоны могут залечивать собой 
уже имеющиеся разрывы в ДНК. Как и ГТВ-ретротранспозоны, [МЕ имеют 
ген, подобный гену $9, и ген, ответственный за все функции, необходимые 
для встраивания — связывание с нуклеиновыми кислотами, ревертазную 
(с особым сродством к собственной РНК) и нуклеазную активности. 

Подкласс 1.2.2. ПМЕ ($Бог" Пиегзрегзеа Еетеп($) — это короткие последо- 
вательности, до 1500 пар оснований, но обычно меньше 500 пар. Их первичная 
структура обнаруживает сходство с ТРНК, рРНК или прочими небольшими 
РНК, транскрибируемыми РНК-полимеразой Ш. Со всей очевидностью $ПМЕ 
происходят именно от этих РНК: если у них перед поли-А случайно оказы- 
вается участок, похожий на 3’-транскрибируемый район МЕ, то ревертаза 
от ИМЕ ошибочно распознает их как транскрипт ИМЕ, строит по их матрице 
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двуцепочечную ДНК и встраивает ее в геном. Понятно, что для сохранения 
способности к транскрипции и дальнейшему размножению после встройки 
необходимо, чтобы у таких встроенных копий сохранялся внутренний промо- 
тор (т.е. чтобы РНК-полимераза транскрибировала в том числе и промотор, 
с которым связалась). И таким свойством действительно обладают промоторы 
к РНК-полимеразе Ш, в норме транскрибирующей вышеупомянутые функци- 
ональные РНК. Поэтому УМЕ и происходят, как правило, от тРНК, рРНК или 
751, РНК (например широко известный Ащ-повтор). Однако, не имея в своем 
составе никаких генов, ответственных за собственное размножение в геноме, 
они размножаются за счет ревертазы и интегразы, кодируемых МЕ. 
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Рис. 20.3. Схема интеграции и обратной транскрипции ретротранспозона типа ММЕ 
[0.1 сапа. си/исеБисе/еп/теренНуе_4па.Бёт, с изм.] 


Разные группы организмов сильно различаются в отношении присут- 
ствия в своем геноме $1\Е. Так, у позвоночных их очень много, а у дрозофилы 
нет вовсе. 

Две копии З1М№Е, оказывающиеся рядом друг с другом, при дефекте тер- 
минатора транскрипции (поли-А тракта) у того из них, который расположен 
с 5’-конца, превращают любую фланкируемую ими последовательность в со- 
ставной ретротранспозон. Таким образом, в геноме позвоночных дуплициро- 
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ваны самые разные последовательности, часто с сохранением своей молеку- 
лярной функции (если она имелась). 


Класс 2. ДНК-транспозоны 

В отличие от ретротранспозонов, ДНК-транспозоны являются транспо- 
зонами на самом деле, так как перемещаются по геному посредством транс- 
позиции, эксцизируясь в одном месте и интегрируясь в другом — в компью- 
терной аналогии по механизму «Си{ ап4 раме» (СШ х — СШ у). Они делают 
это без РНК-посредников, посредством фермента транспозазы, с той или иной 
сайт-специфичностью. ДНК-транспозоны содержат как минимум один ген, ко- 
дирующий белковый продукт как минимум с одной функцией — транспозаз- 
ной. ДНК транспозоны всегда окаймлены повторами, но, в отличие от ГТВ-ре- 
тротранспозонов, эти повторы инвертированы. Можно было бы ожидать, что 
эксцизия в данном случае происходит за счет образования обратными повто- 
рами двойной шпильки с формированием дуплексов в каждой из цепей ДНК 
по отдельности, но этого не происходит, так как для этого инвертированные 
повторы длинноваты. На самом же деле эксцизия происходит за счет того, 
что инвертированные повторы образуют одинарную шпильку двуцепочечной 
ДНК, но не за счет комплементации ДНК, а за счет одинакового паттерна бел- 
ков, опознающих сайты на инвертированных повторах. 

При эксцизии ДНК-транспозоны выстригаются с комплементарны- 
ми друг другу висячими 3’-концами (рис. 20.4). Интегрируются в геном они 
по тому же механизму, что и ГТВ-ретротранспозоны, а транспозаза с очевид- 
ностью происходит от интегразы ГТВ-ретротранспозонов. Точно таким же 
образом мишенью служат короткие палиндромы, например АТТА, которые 
разрезаются по двум цепям также с висячими 5’-концами, которые компле- 
ментарны друг другу, но не комплементарны висячим 3’-концам транспозона 
и поэтому сшиваются с ними не как «липкие» концы (хотя именно так они 
иногда неправильно называются в этом контексте), а как некомплементар- 
ные однонитевые ДНК, причем встык конец-к-концу! При этом образуется 
общая однонитевая брешь, соответствующая сумме двух висячих концов, 
которая потом залатывается. 

Опять-таки после эксцизии остаются двунитевые разрывы с комплемен- 
тарными друг другу висячими 5’-концами, которые репарируются либо по го- 
мологу, либо встык, но уже как липкие концы. Во втором случае в ДНК остается 
характерный «транспозоновый след» ({гапзрозоп Юориш®, соответствующий 
коротким инвертированным повторам по концам транспозона, часто имею- 
щим в длину 3 нуклеотида (рис. 20.4), что не нарушает рамки считывания. По- 
этому некоторые мутации, вызванные встройкой ДНК-транспозона в кодиру- 
ющую часть гена, при его эксцизии ревертируют к дикому типу. Поскольку при 
встраивании ДНК «хозяина» разрезалась по палиндрому с висячими концами, 
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а недостающая цепь при этом залечивалась, «след» встраивается между ними 
и оказывается обрамленным короткими — 4-8 нуклеотидных пар — дуплика- 
циями хозяйской ДНК, соответствующими висячим концам, по которым шло 
встраивание. 
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Рис. 20.4. Схема эксцизии и интеграции ДНК-транспозона [Сор@апа М. С., Лепка М.А. 
Нагпезше тапзрозопз Юг сапсег зепе @15соуегу // Мате Вемемз Сапсег. 2010. \о/. 10. 
Р. 696-706, с изм.] 


Несмотря на си(-ап4-рахе характер перемещения, не предполагающе- 
го увеличения копийности, ДНК-транспозоны все же способны увеличивать 
количество своих копий в геноме. Обычно транспозоны «прыгают» во время 
репликации. При этом дыра может зарепарироваться по второй хроматиде, 
из которой транспозон не выпрыгнул, тогда у нас получится сохранение обеих 
копий ДНК-транспозона на своем месте в геноме плюс одна свободная, спо- 
собная к интеграции, за счет которой и может произойти увеличение копий- 
ности. 

Некоторые ДНК-транспозоны все-таки не вырезаются, а дуплицируются, 
например, транспозон НеШгоп у эукариот, который дуплицируется по меха- 
низму катящегося кольца. 

У бактерий есть класс ДНК-транспозонов, элементарные представители 
которого — «инсерционные последовательности», 15 (па5егЧоп зедиепсе5) — 
имеют только фермент для перемещения и один регулирующий ген, а также 
инвертированные повторы по краям; всего 700-2500 пар оснований. На осно- 
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ве [5 возникают комплексные транспозоны — они состоят из двух [$ по кра- 
ям и участка с добавочными структурными генами между ними — напри- 
мер, устойчивости к антибиотикам. Они способны перепрыгивать из генома 
в плазмиды и обратно (таким образом, к примеру, может восстановиться чув- 
ствительность бактерии к антибиотику). Впрочем, Майпег-ШКе транспозон эу- 
кариот им родственен, и для него как раз характерны случаи горизонтального 
переноса между неродственными таксонами. У бактерий есть также и транс- 
позоны со структурными генами, не основанные на тандемах [5. 


Класс 3. Мобильные элементы с длинными инвертированными концевыми 
повторами 

Это небольшой класс транспозонов, механизм перемещения которых 
пока не известен. К ним относится, например, элемент Ю]14 БасК дрозофилы. 


20.2. Наиболее известные примеры 
мобильных генетических элементов у эукариот и их открытие 


20.2.1. Открытие транспозонов у кукурузы 


Легко и удобно говорить 
о мобильных генетических эле- 
ментах в эпоху секвенирования, 
а вот найти феноменологию по- 
добного типа классическими ме- 
тодами было очень трудно. Тем не 
менее, это было сделано выдаю- 
щимися генетиками прошлого. 
Самые первые данные о пе- 
ремещающихся по генетиче- 
ской карте генетических факто- 
рах связаны с именем Барбары 
Мак-Клинток (рис. 20.5). 
Прежде всего, она была все- 
Рис. 20.5. Барбара Мак-Клинток ми признанным авторитетом 
[еп.маре41а.оге] в области генетики кукурузы. 
Именно она ввела ее в качестве 
объекта генетического анализа, и именно она получила первую ее генетиче- 
скую карту, благодаря чему в 1944 г., в возрасте всего 42 лет, она была избрана 
в Национальную Академию Наук США — третья женщина за всю ее историю. 
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Втом же году она была избрана президентом Генетического общества Америки. 
Также Б. Мак-Клинток изучала разрывы хромосом под действием радиации. 
В частности, она идентифицировала образующиеся под действием радиации 
кольцевые хромосомы, которые спонтанно теряются в соматических клетках, 
делая листву пятнистой. На этом основании она, между прочим, впервые по- 
стулировала существование теломер. Как упоминалось в лекции 16, она также 
изучала разрывы хромосом в эндосперме кукурузы, в частности, открыла цикл 
ЫеаКазе-Еаз1оп-Б14ее. 

В том же 1944 г. Б. Мак-Клинток начала генетический анализ мозаичной 
окраски алейрона семени. Она обнаружила два доминантных генетических 
фактора, которые назвала 0; и Ас — диссоциатор и активатор. Присутствие 
хотя бы одного доминантного аллеля в обоих локусах приводило к пятнистой 
окраске алейрона — т.е. она возникала по модели комплементации. Однако 
одновременное присутствие обоих факторов приводило и к другим аномали- 
ям — разрывам хромосом, инсерциям, делециям, мутациям — также по моде- 
ли комплементации. Масштаб аномалий зависел от дозы Ас. Далее, в 1948 г. Б. 
Мак-Клинток обнаружила, что Оу может находиться в разных позициях ге- 
нетической карты и менять свое местоположение, что могло сопровождать- 
ся разрывом хромосомы и приводить к хромосомным перестройкам, но 
опять-таки — только в присутствии Ас. Впоследствии выяснилось, что менять 
свое положение и вызывать перестройки способен и Ас. 

Б. Мак-Клинток назвала 0; и Ас контролирующими элементами. Присут- 
ствие контролирующего элемента вызывало нестабильную мутацию, кото- 
рая могла ревертировать к дикому типу, а также повышало вероятность воз- 
никновения мутаций поблизости. Исчезновение контролирующего элемента 
делало район генома стабильным. В частности, пестрота алейрона, возни- 
кавшая в присутствии 05 и Ас, означала, что в некоторых клеточных клонах 
восстанавливалась нормальная антоциановая окраска (отсюда мозаицизм). 
Б. Мак-Клинток предположила, что нестабильная мутация гена антоциановой 
окраски алейрона была вызвана присутствием 05, а при ее реверсиях [$ ухо- 
дил из этого гена. Частота этого события зависела от дозы Ас. На рис. 20.6 ввер- 
ху слева показано зерно без пятен с генотипом ас ас ас, справа вверху и в сере- 
дине — Ас ас ас (одна доза активатора, появляются крупные окрашенные сек- 
тора), внизу слева — Ас Ас ас (две дозы активатора, много мелких секторов), 
внизу справа — Ас Ас Ас (три дозы активатора, сектора мелкие, окраски мало). 

В 1950 г. Б. Мак-Клинток опубликовала в «Ргосее 411$ о МаНопа! Асадету 
оЁ 5<епсез оЁ Фе О$А» статью под названием «Происхождение и поведение 
мутабильных локусов у кукурузы». Кроме феноменологии она предложила 
и объясняющую теорию. Б. Мак-Клинток полагала, что контролирующие эле- 
менты — это элементы программы регуляции генов в онтогенезе, благодаря 
которым генетически идентичные клетки и оказываются разными. Вскоре 
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она нашла еще одну систему из двух генетических факторов — $р-т — су- 
прессор-мутатор, с более сложным поведением. Эти дополнительные данные 
были опубликованы в 1953 г. и вызвали большой скептицизм научной обще- 
ственности. После этого Б. Мак-Клинток долгое время не публиковала ничего, 
связанного с этой темой. Ее интересы сместились в центральноамериканскую 
этноботанику кукурузы. Но когда в 1961 г. Жакоб и Моно открыли лактозный 
оперон, она опубликовала в «Атейсап Мага!» статью, в которой прово- 
дила параллели между опероном и контролирующими элементами кукурузы, 
опять-таки в контексте контроля экспрессии генов. 

Как таковые транспозоны были открыты у бактерий и дрожжей в конце 
60-х и 70-х гг. молекулярно-генетическими методами. В 1970 г. Аси Ос были 
клонированы и оказались ДНК-транспозонами. Всего у кукурузы найдено три 
системы ДНК-транспозонов: Ас-О$, 5р-т и РЕ. Оказалось, что Ас представляет 
собой полный элемент, длиной 4563 нуклеотидных пар, имеющий инвертиро- 
ванные концевые повторы и один ген с 5 экзонами, кодирующий транспоза- 
зу. В исследованной Б. Мак-Клинток системе он не имел «своего фенотипа», 
так как в отличие от БУ не находился в кодирующем гене, и о его существова- 
нии можно было судить лишь по влиянию на фенотипическое проявление Г. 
В свою очередь, 05 оказался дефектными копиями того же самого транспо- 
зона, содержащими внутренние делеции и неспособными к самостоятельной 
транспозиции. 

В 1983 г. справедливость восторжествовала — Б. Мак-Клинток в возрасте 
81 года получила Нобелевскую премию — первая женщина, получившая пре- 
мию по биологии, и притом единственную, ни с кем не разделенную. В то же 
время ее теория о том, что открытые ею мобильные генетические элементы за- 
действованы в регуляции генной экспрессии и клеточной дифференцировке, 
не подтвердились. 


20.2.2. Гибридный дисгенез у дрозофилы 


У гибридов Е, от скрещивания самцов дрозофилы, взятых из некоторых 
природных популяций, с давними лабораторными линиями был обнаружен 
целый букет аномалий. Имела место температурозависимая стерильность 
(прямая связь с температурой), включающая сильнейшее недоразвитие гонад, 
особенно женских, высокую мутабильность в клетках зародышевого пути, 
повышенный уровень рекомбинации, появление рекомбинации у самцов. 
Некоторые из возникавших мутаций оказывались нестабильными и в даль- 
нейшем ревертировали к дикому типу. Это явление было названо гибридным 
дисгенезом. Реципрокные гибриды подобных аномалий не имели. Такая одно- 
направленность эффекта (очевидно не связанная с наследованием половых 
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Рис. 20.6. Окраска алейрона кукурузы в зависимости от дозы доминантного аллеля Ас: 
а— 0 копий (генотип ас ас ас), б-г — 1 копия (генотип Ас ас ас), д — 2 копии (ге- 
нотип Ас Ас ас), е — 3 копии (генотип Ас Ас Ас); из работы Б. Мак-Клинток 1950 г. 
[еп м &ре1а.оге] 


хромосом) указывала на то, что в его возникновении играет роль цитоплазма. 
Было высказано предположение, что в потомстве взятых из природы самок 
гибридный дисгенез не происходит, поскольку в цитоплазме их яиц накоплен 
некий репрессор дисгенеза. Поэтому линиям и природным образцам мух был 
приписан один из двух матерински наследуемых иитотипов, которые назвали 
Рим (от раегпа| и таегпа]). Самцы Р-цитотипа способны вызывать гибрид- 
ный дисгенез при скрещивании с самками М-цитотипа, но не наоборот. Впо- 
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следствии выделили и О-цитотип, не вовлеченный в гибридный дисгенез — 
в скрещиваниях его с любым другим цитотипом это явление не наблюдается, 
т.е. он не индуцирует гибридный дисгенез и не подвержен его индукции. 

Была найдена и еще одна система из двух цитотипов, [-К (индуктор-ре- 
прессор), независимая от системы Р-М, но имеющая такую же феноменоло- 
гию, за тем исключением, что в дисгенном направлении не наблюдалась редук- 
ЦИЯ ЯИЧНИКОВ. 

Индукция вследствие гибридного дисгенеза мутаций в различных генах 
и нестабильность некоторых из полученных мутаций говорили в пользу того, 
что этот феномен связан с мобильными элементами. 

И действительно, когда стало возможным прочтение мутантных генов, 
было обнаружено, что мутации, возникающие при гибридном дисгенезе, свя- 
заны со встройками ДНК-транспозонов. Тот, что связан с Р-М-системой, был 
назван Р-элементом. Полноценная его копия имеет длину 2907 н. п., включая, 
в частности, терминальные повторы длиной 31 н. п. С него считывается транс- 
крипт длиной около 2,7 тыс. пар оснований. 

Надо сказать, что среди возникших мутаций найдены и встройки других 
мобильных элементов, например сор!а, которая сама вообще-то ретротранс- 
позон. Либо это следствие хромосомных перестроек, спровоцированных 
перемещением Р-элемента, либо при дисгенных скрещиваниях происходит 
активация и других мобильных элементов, не связанная с Р-М-системой, но 
остающаяся незамеченной, так как она не дает такого яркого многосторон- 
него синдрома. 

Гибридный дисгенез способна вызывать любая хромосома, пришедшая 
в линию с М-цитотипом от линии с Р-цитотипом (а это, как вы помните, мож- 
но устроить с использованием балансеров), поскольку его вызывают имен- 
но Р-элементы. Как правило, в геноме мух Р-цитотипа насчитывается около 
30-50 копий автономных Р-элементов. 

В настоящее время 1-К-система более изучена в отношении ее молекуляр- 
ных механизмов, однако Р-элемент наиболее широко используется в генетике 
и потому наиболее знаменит. 


20.3. Защита от мобильных элементов 


20.3.1. Вводные замечания 


Сама история открытия мобильных элементов говорит о них прежде 
всего как об эндогенных мутагенных факторах. Мутации бывают вредные, 
полезные и нейтральные. Хорошо известно и интуитивно понятно в силу 
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принципа «ломать — не строить», что вредных мутаций бывает гораздо 
больше, чем полезных (тогда как относительно доли и даже самого суще- 
ствования нейтральных мутаций еще два-три десятка лет назад велись оже- 
сточенные баталии). Это означает, что перемещение мобильных элементов 
гораздо чаще снижает, чем повышает приспособленность носителей — это 
высказывание эквивалентно утверждению о том, что против перемещения 
мобильных элементов существует естественный отбор. Под действием этого 
отбора были выработаны механизмы защиты от подвижности мобильных 
элементов. 

Но систем защиты от самого присутствия транспозонов в геноме боль- 
шинство эукариот не выработало, благодаря чему их общее количество про- 
являет впечатляющую тенденцию к накоплению. Исключением здесь служат 
только сумчатые грибы, которые научились бороться с повторами, бделлоид- 
ные коловратки, в геноме которых совершенно отсутствуют ретротранспо- 
зоны, и инфузории, которые научились очищать от ненужной ДНК хотя бы 
свой соматический геном — геном макронуклеуса. Первый и третий случаи 
будут рассмотрены ниже, в разделах 20.3.4 и 20.6.5. Большинство же эука- 
риот, подобно примитивной медицине, борются с симптомами болезни — 
встройками транспозонов, а не с ее нозологической причиной. С присут- 
ствием мобильных генетических элементов в геноме, как и с присутствием 
любой «мусорной ДНК», большинство организмов предпочитают мирить- 
ся, по всей видимости, в связи с гораздо более низкой «ценой» репликации 
лишней ДНК по сравнению с ценой поддержания специальных и с необхо- 
димостью сложных механизмов (если они в принципе возможны), которые 
были бы способны отличать нужную ДНК от ненужной, особенно в ситуа- 
ции многоклеточности, когда многие гены в большинстве клеток не работа- 
ют. Такую систему могли себе позволить лишь просто устроенные сумчатые 
грибы и инфузории. Мобильные элементы мы находим у всех организмов, 
а элементы системы защиты от мобильных элементов и вирусов — у всех эу- 
кариот (кроме немногих одноклеточных, которые их потеряли) и археобак- 
терий. Мутации по белкам этой защитной системы могут приводить к силь- 
ной активизации транспозонов, так что индуцируемые их перемещениями 
разрывы ДНК оказываются многочисленными настолько, что клетки могут 
не пройти один из чекпойнтов клеточного цикла и подвергаются апопто- 
зу. Феномены такого рода мы и наблюдаем в случае гибридного дисгенеза, 
в частности, недоразвитие яичников при дисгенезе в Р-М-системе связано 
с многочисленными разрывами ДНК, вызываемыми перемещением Р-эле- 
мента, вследствие чего происходит апоптоз клеток. Однако не все мутации 
по белкам систем защиты от транспозонов и неу всех организмов имеют серь- 
езные последствия, поскольку такие системы, как правило, многократно ду- 
блированы. 
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По всей видимости, возникновение нового транспозона или, скорее, 
проникновение его из другого вида носит характер эпидемии, сопровожда- 
ющейся вспышкой мутаций. Это довольно очевидно для ГТК- ретротранс- 
позонов, которые суть деградировавшие (утратившие способность образо- 
вывать вирионы) ретровирусы, но, по всей видимости, справедливо для всех 
классов транспозонов. Однако очень скоро экспрессия их подавляется и они 
перестают активно размножаться (ретротранспозоны) или перемещаться 
(ДНК-транспозоны). 

Еще недавно серьезно рассматривалась гипотеза о том, что и Р-элемент 
попал в Р. теаповазет в качестве инфекции от другого вида дрозофилы при- 
мерно 50 лет назад, первоначально в природные популяции Америки, и стал 
распространяться, так что к настоящему времени он должен был попасть во 
все популяции вида. Но эта гипотеза не подтвердилась: как оказалось, Р-эле- 
мент преимущественно сохраняется в тех же популяциях, в которых был най- 
ден и ранее; ситуация в целом не изменилась. А само наличие целых двух спец- 
ифических для Р-элемента систем подавления его перемещений — в клетках 
соматического и зародышевого пути, которые мы рассмотрим ниже, — исклю- 
чило такую возможность. 


20.3.2. Блокировка сплайсинга мРНК транспозазы 
в соматических клетках дрозофилы 


В только что рассмотренном примере гибридного дисгенеза у дрозофи- 
лы примечательно то, что он не происходит в соматических клетках. В них 
присутствует соматический репрессор транскрипции Р-элемента (белок 
Р$Т, Р-е]етлеп{ зотайс шЫБИог), который препятствует вырезанию из мРНК 
транспозазы второго интрона, что приводит к появлению обрезанного белка, 
который ингибирует транспозицию. Впрочем, Р-элемент может быть вполне 
активен на ранних, доклеточных стадиях эмбрионального развития и пере- 
мещаться в ядрах-предшественниках любых тканей, что можно наблюдать 
в опытах по генетической трансформации посредством инъекций Р-элемен- 
та в эмбрионы. 


20.3.3. РНК-интерференция 


В клетках зародышевого пути дрозофилы все по-иному. Феномен су- 
ществования цитотипов, когда функциональный транспозон не индуцирует 
гибридного дисгенеза, основан на сложном и совершенно замечательном яв- 
лении, которое является древним и основным механизмом борьбы с мобиль- 
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ными элементами — РНК-интерференцией. Сразу скажу, что ничего общего 
с интерференцией кроссоверных событий обсуждаемое явление не имеет 
(притом, что оба свойственны за немногими исключениями всем эукариотам). 
Этот латинский термин всего лишь означает, что что-то чему-то мешает (эка 
невидаль!). 

РНК-интерференция зиждется на двух семействах белков, называемых 
ПУсег (игрок в кости) и Агоопаць и запускается двуцепочечными РНК, которые 
могут быть как эндогенного, так и экзогенного происхождения. Когда такая 
РНК появляется в клетке, она режется белками из семейства ГУ\сег на корот- 
кие — 20-25 пар — фрагменты с двунуклеотидными висячими 3’-концами, ко- 
торые называют РНК (от «та ицеегше ВМА»). Эти короткие двуцепочеч- 
ные РНК связываются с одним из белков семейства Агоопаие. Этот белок яв- 
ляется главным компонентом одного из двух типов белковых комплексов, ус- 
ловно разделяемых по месту и результату своего действия, В15С (КМА-шадисе4 
$Цепсш® сотр]ех) и ВГТ$ (КМА-шачсе4 {гапзсирНопа| 5Пепси1). Первый из них 
локализуется в цитоплазме, второй — в ядре. 

Связавшийся с короткой двуцепочечной РНК белок семейства Агоопаи{ 
из В5С-комплекса гидролизует одну из ее цепей, а второй цепью (еа@ 15 сВа11) 
сканирует на гомологию с ней клеточный пул мРНК. Когда гомология найдена, 
В15$С-комплекс связывается с такой мРНК и либо просто блокирует трансля- 
цию, либо (чаще) осуществляет ее гидролиз за счет РНКазной активности все 
того же Аггопа. Эта активность концентрируется в цитоплазме в районе так 
называемых Р-телец, вокруг которых наблюдается высокая скорость деграда- 
ции РНК. В данном случае следствием РНК-интерференции является так на- 
зываемый иосттранскрипиионный сайленсинг. 

В ядре аналогичным образом 1еа@ ше сБаш короткой РНК в составе 
ВГГ5-комплекса опознает мРНК в момент их транскрипции и запускает про- 
цесс гетерохроматинизации того участка ДНК, с которой эта мРНК считы- 
валась. Белок семейства Агоопачь входящий в ВГТ5-сотшрх, имеет и такую 
активность, как модификация гистонов, в частности, их метилирование. Гете- 
рохроматиновое состояние исключает транскрипцию и довольно нестрого на- 
зывается РНК-зависимым транскрипиионным сайленсингом. Это явление изу- 
чено в основном у пивных дрожжей (у пекарских РНК-интерференция отсут- 
ствует) и инфузорий, но имеет весьма широкое распространение у эукариот. 

Ученые приходят к согласию во мнении, что первоначальная функция 
РНК-интерференции уже у общего предка всех эукариот имела своего рода 
иммунный характер и состояла в сайленсинге сторонних и прочих нежела- 
тельных последовательностей, прежде всего вирусов и мобильных элементов. 
Можно спросить — причем тут двуцепочечная РНК? Во-первых, существуют 
РНК-вирусы, в жизненном цикле которых отсутствуют ДНК-посредники. Их 
РНК может быть двуцепочечной либо одноцепочечной, но во втором случае 
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двуцепочечная РНК появляется в клетке как минимум в момент их реплика- 
ции. Однако РНК-интерференция может подавлять активность, в том числе 
и ДНК-содержащих вирусов и ретровирусов. Дело в том, что более или менее 
случайное встраивание в геном вируса или мобильного элемента случайно же 
приводит к тому, что иногда он попадет в состав транскрипта с какого-нибудь 
хозяйского промотора, причем с равной вероятностью в двух противополож- 
ных ориентациях своего и «хозяйского гена». При их антипараллельной ори- 
ентации относительно «хозяйского гена» при его транскрипции в клетке по- 
явится антисенс-РНК, комплементарная РНК собственного законного транс- 
крипта вируса или мобильного элемента. Эти две РНК образуют дуплекс, ко- 
торый и служит мишенью РНК-интерференции. Любая двуцепочечная РНК, 
экзогенная или эндогенная, режется на те самые короткие фрагменты, РНК, 
которые запускают сайленсинг гомологичной им мРНК или самого гена, с ко- 
торого она транскрибировалась. 

В настоящий момент эволюции жизни на Земле эта защитная функция 
особенно характерна для растений, где РНК-интерференция по сути выполня- 
ет функцию иммунной системы. В частности, у них имеются множественные 
варианты белков ГУсег, связанные с устойчивостью к разным болезнетворным 
агентам. У растений “РНК могут распространяться от клетки к клетке через 
плазмодесмы вплоть до того, что ими могут обмениваться привой и подвой. 
Тем самым, иммунный статус приобретает все растение. А вот у млекопитаю- 
щих РНК-интерференция через яРНК не играет заметной роли; так, у мышей 
активность этого пути обнаружена только в яичниках (зато в раннем эмбрио- 
генезе и сперматогенезе активен сходный механизм с участием более коротких 
РАРНК, о котором речь пойдет ниже). 

Небольшого количества двуцепочечной РНК бывает достаточно, что- 
бы блокировать экспрессию гомологичного гена на уровне трансляции или 
транскрипции. Как минимум у СаепотнабайЙез еезат$ формируется петля 
положительной обратной связи, поскольку к первичным присоединяют- 
ся вторичные двуцепочечные РНК, специально строимые РНК-зависимой 
РНК-полимеразой. Активность этого фермента тесно связана с активностью 
ВГ5С-комплекса. 

Этот же механизм предполагается и для эпигенетического поддержания 
гетерохроматинизированного состояния при РНК-зависимом транскрипци- 
онном сайленсинге. РНК-зависимые РНК-полимеразы присутствуют у многих 
эукариот и тех археобактерий, у которых есть и другие элементы РНК-интер- 
ференции — семейств белков ПИ!сег и Агоопаий (однако эти полимеразы могут 
иметь и вирусное происхождение — от вирусов, носителем наследственности 
которых является двуцепочечная РНК). Обратим внимание, что здесь мы стал- 
киваемся с пограничным случаем между эпигенетическим и генетическим на- 
следованием. Наследование молчащего состояния здесь осуществляется при 
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помощи матричного биосинтеза нуклеиновой кислоты — РНК — ив принци- 
пе это мало отличается от наследования РНК-содержащего вируса, у которого 
носителем наследственности выступает РНК, а в воспроизводство вовлечены 
ферментные системы хозяина, не кодируемые этой РНК. 

РНК-интерференцию открыли случайно в 1986 г. у петунии в благородных 
попытках сделать ее цветки более насыщенно окрашенными путем трансгене- 
за. Ввели дополнительную трансгенную копию гена халькон синтетазы, вов- 
леченной в синтез антоциана. При трансгенезе трансгены часто замолкают. 
Однако тут замолчал и свой «законный» ген, и цветы получились с белыми 
пятнами (рис. 20.7). 


Рис. 20.7. Нормальные цветы петунии (по краям) и цветок генетически модифицирован- 
ной петунии правого типа, в геном которой введена дополнительная копия гена фермен- 
та халькон-синтетазы, взятой от петунии левого типа (в центре) [епмарейа.оге] 


Выяснилось, что феномен связан с ускоренной деградацией мРНК, его 
назвали косупрессией генной экспрессии. (По-видимому, трансген встроился 
вблизи промотора, который обеспечил незаконную транскрипцию с его ко- 
дирующей цепи ДНК, в дополнение к правильной транскрипции с матричной 
цепи. Получавшиеся комплементарные РНК образовывали дуплекс.) Затем 
обнаружили, что небольшие фрагменты вирусной ДНК, встроенной в геном 
растения, вызывают устойчивость к вирусу. Тогда встроили небольшие фраг- 
менты растительных генов в вирус и обнаружили, что при инфекции эти гены 
замолкают. Это явление назвали вирус-индуцированным генным сайленсин- 
гом. Роль двуцепочечных РНК в подобных феноменах была выяснена позднее, 
уже на СаепотнабЧЙе; @езап$; за эти работы в 2006 г. была присуждена Нобе- 
левская премия. 

Несложно догадаться, что РНК-интерференция является мощным сред- 
ством в руках исследователя, врача и биотехнолога, позволяющим выключать 
гены по своему усмотрению. Это могут быть гены, интересующие генетика, 
гены болезнетворных агентов, онкогены или гены, экспрессия которых неже- 
лательна для производства. Чтобы это сделать, достаточно каким-либо обра- 
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зом доставить в клетку достаточное количество антисенс-РНК нужного гена, 
чтобы она образовала дуплекс с сенс-РНК, либо лучше сразу гомологичную 
ему двуцепочечную РНК. (Антисенс-РНК подавляет транскрипцию не путем 
прямого образования неспособного к транскрипции РНК дуплекса с мРНК, 
как можно было бы наивно подумать). Проще всего организовать доставку 
у С. еезап; — если кормить его кишечной палочкой, продуцирующей дву- 
цепочечную РНК, то она неизвестным пока образом попадает во все клетки. 
Доставка у других организмов обычно осуществляется при помощи какого-то 
переносчика — вектора. Чаще всего используются векторы на основе вируса 
или транспозона, в ДНК которых методами генной инженерии вставлены со- 
ответствующие гены. Вирусный вектор должен инфицировать все или боль- 
шинство целевых клеток, экспрессировать двуцепочечные или антисенс-РНК 
и не вредить хозяину — в частности, эта РНК не должна иметь гомологии 
с транскриптами его генов. Существуют успешные попытки бороться таким 
образом со многими вирусными заболеваниями, например СПИДом, перспек- 
тивна борьба этим методом с раком. У дрозофилы удобно применять вектор, 
основанный на Р-элементе. 

Вернемся к гибридному дисгенезу дрозофилы. Оказалось, что у дрозо- 
филы природа супрессора транспозиций ДНК-транспозонов в раннем эмбри- 
огенезе и зародышевом пути сводится к защите от транспозонов при помо- 
щи варианта РНК-интерференции, основанном на Р1\Л-белках (от Р-Нетеги 
шдисе4а МУЯтру Те$и5$) из семейства Агоопаи! и так называемых р!РНК, которые 
длиннее яРНК: 26-32 пары нуклеотидов. И Р1\МЙ-белки, и РРНК производят- 
ся материнским организмом, накапливаются в заднем полюсе яйца и оказы- 
ваются в цитоплазме будущих клеток зародышевого пути. При этом высокая 
экспрессия генов, кодирующих те и другие, поддерживается эпигенетически 
за счет рРНК. Если их изначально не было в цитоплазме, как у гибридов пер- 
вого поколения, образующихся в дисгенном направлении скрещивания, систе- 
ма защиты от Р-элемента не запускается. 

Антисмысловая РНК к транскрипту 1-транспозона специально кодирует- 
ся кластером 42АВ в правом плече хромосомы 2, причем, судя по имеющим- 
ся заменам, эта ДНК происходит от фрагментов не современных, а древних 
транспозонов, являющихся предковыми для современных. Фрагменты древ- 
них транспозонов содержатся во многих гетерохроматиновых районах, однако 
в подавлении активности [-транспозона участвуют только последовательности 
из 42АВ-кластера РНК. Он транскрибируется как единая РНК, которая затем 
нарезается на первичные р!РНК. По всей видимости, процесс начинается с не- 
коей слабой базовой экспрессии антисмысловой рРНК с кластера 42АВ. Затем 
этот транскрипт нарезается особой эндонуклеазой (но не белком из семейства 
ПУусег) на первичные р1РНК, которые связываются с Р1МЛ-белками и формиру- 
ют дуплексы со смысловой мРНК 1-транспозона, фрагментация которых дает 
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вторичные рРНК. Появившись в каком-то количестве, смысловые и антисмыс- 
ловые вторичные р1РНК связываются, соответственно, с длинными транскрип- 
тами кластера 42АВ и [-транспозона, из которых белки из семейства Агоопай 
опять-таки снова нарезают вторичные рРНК. Эти два класса вторичных 
РРНК — антисмысловой и смысловой ориентации — стимулируют наработку 
друг друга по так называемой пинг-понг модели: при этом предшественниками 
первых являются антисенс-транскрипты останков предкового [-транспозона 
в кластере 42АБВ, а вторых — транскрипты современного активного [-транс- 
позона, но также, возможно, и смысловые транскрипты кластера 42 АВ. Смыс- 
ловые и антисмысловые рРНК не синтезируются по матрице друг друга, как 
можно было бы подумать — участок их полной гомологии «пинг-понг фингер- 
принт» составляет примерно половину их длины, немногим более десятка ну- 
клеотидов. Поэтому для их образования необходимо присутствие более длин- 
ных матриц. Кроме того, особым образом процессируются их концы. 

Если активного [-транспозона нет, то вся эта система с положительной 
обратной связью не запускается ввиду отсутствия транскриптов в смысловой 
ориентации. Когда она запустилась, первичные р!РНК, по-видомому, сами сти- 
мулируют экспрессию кластера 42АБ, в том числе и в смысловой ориентации. 

Заметим, что аномалии дисгенеза проявляются у взрослых размножа- 
ющихся мух, а мы говорили о накоплении р1РНК в яйце и наследовании их 
некоторыми клетками бластодермы. Отсюда следует, что «иммунный статус», 
определяемый наличием рАРНК и нарабатываемый за счет пинг-понг-эффек- 
та, т. е. в системе с положительной обратной связью, эпигенетически передает- 
ся в клетках зародышевого пути вплоть до образования женских гамет. 

У дрозофил существует и еще один известный кластер других РАРНК, 
расположенный в Х-хромосоме и называемый Ратеисо. За счет рыхлой 
структуры своего хроматина он является одной из горячих точек встраи- 
вания ретротранспозонов и тем самым превращается в хранилище многих 
разных ретротранспозонов — по компьютерной аналогии, в самую настоя- 
щую антивирусную библиотеку! С него считывается один длинный транс- 
крипт, содержащий фрагменты последовательностей ретротранспозонов 
преимущественно в антисмысловой ориентации (некоторые — в смысло- 
вой) и фрагментируется опять-таки неизвестным белком на короткие р1Р- 
НК — это называется первичным процессингом. В данном случае пинг-понг 
механизм взаимной активации экспрессии с положительной обратной свя- 
зью отсутствует. В фолликулярных клетках яичников, являющихся частью 
соматического клеточного пути, РРНК запускают посттранскрипционный 
сайленсинг, в клетках зародышевого пути — по всей видимости, РНК-зави- 
симый транскрипционный. В соматических клетках дрозофилы интерферен- 
ция, основанная на р1РНК, не работает, но работает транскрипционный сай- 
ленсинг ретротранспозонов на основе РНК. 
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Обнаружено, что у дрозофилы (скорее всего и у других организмов тоже) 
кластеры мРНК как таковые поддерживаются эпигенетически. Если в клет- 
ке в достаточном количестве присутствует некая рРНК в комплексе с РУП 
белками и в геноме имеется гомологичный ей район, то этот комплекс может 
связаться с данным районом и запустить его переупаковку в другой тип хрома- 
тина (с участием белка ВЫпо — гомолога белка НР-1), приводящую в данном 
случае не к посттрансляционному сайленсинту, а к функционированию дан- 
ного района как кластера РНК. Основным свойством такого кластера явля- 
ется его транскрипция с образованием сверхдлинных транскриптов, для чего 
в таком типе хроматина, за счет его сродства к белку КЫ!по, имеется белок Си 
(от “сиё ой”), с функцией, подавляющей терминацию транскрипции, а также 
сплайсинг транскрипта. 

Система защиты от транспозонов, основанная на р1РНК, весьма консер- 
вативна. Она имеется у всех животных и всегда работает в клетках зароды- 
шевого пути, а также в раннем эмбриогенезе. У млекопитающих рРНК-зави- 
симая интерференция идет, по-видимому, только в раннем эмбриогенезе и в 
сперматогенезе. У мыши сперматозоид передает в зиготу огромное количество 
РРНК. У дрозофилы система защиты, основанная на рРНК, действует в обоих 
зародышевых путях. Ее активность в соматических фолликулярных клетках, 
которые, однако, тесно взаимодействуют с клетками зародышевого пути, по- 
казана пока только у дрозофилы: в этих клетках РРНК присутствуют и в ци- 
топлазме, и в ядре и могут участвовать как в посттранскрипционном, так и в 
транскрипционном РНК-зависимом сайленсинге, последний вызывает и под- 
держивает гетерохроматинизацию транспозонов. Косвенные свидетельства 
существования пинг-понг биогенеза рРНК найдены даже у губок и кишечно- 
полостных. Считается, что у млекопитающих имеются десятки тысяч разных 
РРНК. У мыши их найдено более 50 000 (разных!), у дрозофилы — 13 000. За- 
метим, что речь здесь идет именно о готовых коротких РНК, тогда как локусов, 
с которых транскрибируются их предшественники, не более десятка. Такие 
локусы традиционно называются кластерами р1РНК, их длина может дости- 
гать сотен тысяч пар оснований и они могут кодировать от нескольких тысяч 
до многих тысяч разных р1РНК каждый. Почти все рРНК являются антисмыс- 
ловыми к МРНК транспозонов, включая ретротранспозоны. (Для одного из их 
классов был предложен термин гаяРНК — гереа{ аззос1ае зтаП ицеегише 
ВМА — который вызвал некоторую путаницу, в данный момент от него почти 
отказались). 

Данная система, включающая поддержание целых «антивирусных би- 
блиотек» может показаться подозрительно целесообразной и архисложной 
по сравнению с прочими феноменами, обыкновенно имеющими место в ге- 
номе. Но можно взглянуть на нее и другими глазами. Если в геноме имеются 
горячие точки встраивания транспозонов, связанные прежде всего с особой 
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структурой хроматина, причем последующие ретротранспозоны встраивают- 
ся туда поверх предыдущих, разрывая и повреждая их последовательности, то 
они автоматически превратятся в такие «библиотеки». В базовой транскрип- 
ции таких районов тоже нет ничего удивительного — есть данные, что с край- 
не низкой интенсивностью транскрибируется большая часть генома. Как гово- 
рилось выше, особое состояние хроматина, благоприятствующее образованию 
длинных транскриптов, само может быть индуцировано РГУ белками в связи 
с РРНК, которые привлекают белки КЫпо и Сий, из которых последний пре- 
пятствует терминации транскрипции. Ключевым моментом является само на- 
личие РНК-интерференции — нарезание двуцепочечных РНК на рРНК и их 
амплификация по пинг-понг модели. 

Мы видим, как серьезно подошла эволюция к подавлению активности 
транспозонов в зародышевом пути и раннем эмбриогенезе: иРНК-зависимая 
интерференция имеет место только там, в соматических тканях с транспозона- 
ми борется только интерференция, зависимая от экзогенных РНК. Мутации 
по генам белков РРНК-зависимой системы приводят к стерильности у дрозо- 
филы, но неу мыши, где эта система по всей видимости дублирована альтер- 
нативными системами защиты. (Мы с вами помним аналогичные результаты 
по нокауту самых разных генов у дрозофилы и мыши — у последней молеку- 
лярные функции большинства генов оказываются задублированными.) 

Система защиты от транспозонов, основанная на рРНК, чувствительна 
к температуре, так что при тепловом шоке активность транспозонов суще- 
ственно возрастает. 


20.3.4. Индуцированный повторами точковый мутагенез 


Во «вводных замечаниях» мы утверждали, что большинство эукариот 
борются с нежелательными симптомами присутствия мобильных элементов, 
но не с самим их присутствием, ввиду огромной технической сложности та- 
кой задачи и неоправданно высоких расходов, которых потребовала бы ее 
реализация. Однако нечто подобное сумели реализовать сумчатые грибы (но 
не такие их вторично упростившиеся представители, как дрожжи), благодаря 
чему их геномы содержат очень немного лишней ДНК. Это явление известно 
для шести их родов и наилучшим образом изучено у уже известной нам ней- 
роспоры. Оно называется индуцированный повторами точковый мутагенез. 
Для него используется англоязычное сокращение ВТР, что, например, в ан- 
глоязычной википедии расшифровывается как гереа{ 114исе4 роши(-плщаНоп; 
там же имеется ссылка на статью-первоисточник 1987 года в журнале «Се», 
откуда мы с изумлением узнаем, что аббревиатура расшифровывается как 
геаггапоетеп$ ш4исе ргетеюЯсаПу. (Последнее само по себе несколько 
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обескураживает, поскольку речь идет именно о точковых мутациях, а совсем 
не о том, что мы привыкли называть перестройками — вот еще один пример 
деградации терминологии. Кроме того, образование данной аббревиатуры 
явно не обошлось без юмора, так как она является общепринятым надгроб- 
ным сокращением формулы “гез{ ш реасе”). Явление состоит во внесении 
множественных транзиций (замен А / СиС/ Т) вте участки ДНК, которые 
присутствуют в гаплоидном геноме более чем в одной копии. Происходит 
оно на стадии дикариона, т.е. после «оплодотворения», но до кариогамии 
(что странно, так как на этой стадии клетки уже перестают быть в строгом 
смысле гаплоидными). Гомология повторов, вовлекаемых у такой мутагенез, 
может быть невысокой — до 80 %. Более того, такие мутации вносятся не 
только в повторы, но и в участки ДНК, вплоть до кодирующих, непосред- 
ственно к ним прилегающие, и тем в большей степени, чем ближе они рас- 
положены. После внесения таких мутаций соответствующий участок ДНК 
часто подвергается метилированию по цитозину, благодаря чему не только 
перестает быть повтором и не только теряет осмысленную генетическую ин- 
формацию (если он ее имел) за счет миссенс- и нонсенс-мутаций, но и ли- 
шается способности к транскрипции. ВТР считается несомненной системой 
защиты от ретротранспозонов. 

Такое явление требует некоего механизма распознания повторов, кото- 
рый пока остается неизвестным. Единственный известный белок, необходи- 
мый для ВТР, носит название ВТ) и проявляет сходство с ДНК-метилтранс- 
феразой. 

Генетики пользуются ВТР как источником мутаций. Для этого достаточно 
ввести в геном гриба дополнительную копию нужного гена, так что даже по- 
сле одного цикла полового размножения ВТР вносит множественные мутации 
в обе копии. 


20.4. Мобильные генетические элементы в геноме 


Ретротранспозоны особенно обильны у растений. У кукурузы до 85 % 
генома составляют повторы, из которых от 50 до 80 % — ретротранспозоны. 
У пшеницы повторы составляют 90 % генома, из них 68 % — ретротранспозо- 
ны. Поэтому чтение генома пшеницы составляет труднейшую и неблагодар- 
ную задачу, поскольку повторенные участки крайне сложно правильно собрать 
в цельные геномы, притом что сами они не несут осмысленной информации. 
Дело осложняется тем, что пшеница — амфидиплоид, и в ее гаплоидном геноме 
присутствуют три очень похожих набора гомеологичных хромосом. (Можно 
утешать себя мыслью, что в качестве ценного компонента пищи — источника 
нуклеотидов — ДНК транспозонов ничуть не хуже кодирующей ДНК, так что 
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нет ничего удручающего в том, что мы едим огромное количество ретротранс- 
позонов — на здоровье!) 

У млекопитающих около 44—48 % генома составляют транспозоны или их 
остатки. У человека 44 % генома — транспозоны, из них 8 % — ГТК, 20% — 
МЕ (около 500 000 копий, из которых только 7 000 полноразмерные, и лишь 
немногие сохраняют активность), 13 % — $1\Е (около 1,5 млн копий) из % — 
ДНК-транспозоны (рис. 20.8). 


ДНК-транспозоны  ЁЕТЁ-ретро- 


3% транспозоны 
8% _ 
$5В Са 
3% \ р 
Дупликации @ 
сегментов 


5% 


р Белок- 
кодирующие 
гены 2% 


Компоненты генома человека 


Рис. 20.8. Состав генома человека [еп.уаре1а.оге] 


У человека больше всего копий — около миллиона — насчитывает так на- 
зываемый А -повтор, составляющий 10,7 % генома. Этот повтор имеет дли- 
ну около 300 пар оснований и является одним из $ПМЕ. Для его транспозиции 
нужна ревертаза от ММУЕ. Он характерен для высших приматов и возник из 7$[, 
РНК рибонуклеопротеидной частицы, распознающей сигнальный пептид бел- 
ков ЭПР и плазматической мембраны. Он содержит остатки двух пептид-ко- 
дирующих последовательностей в противоположной ориентации, разделен- 
ных АТ-богатой промежуточной последовательностью, и полиаденилирован- 
ный хвост. Аю-повтор — существенный источник спонтанных мутаций, он 
стоит за многими случаями рака, одного из диабетов, гемофилии. Он может 
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вредить, даже не встраиваясь в кодирующую часть генов: нуклеотидные за- 
мены в Аш-повторе, влияющие на уровень транскрипции расположенных ря- 
дом генов, оказались ответственными за случаи рака легких, желудка, болезни 
Альцгеймера. Отметим это обстоятельство, которое будет нам важно для су- 
ждения о том, являются ли мобильные элементы злом или благом и имеют ли 
они «функцию», необходимую их носителям. 

У дрозофилы ретротранспозоны занимают около 40 % генома, ДНК-транс- 
позоны — около 9 % генома, $ПМЕ отсутствуют. Около 14 тыс. копий насчи- 
тывает Маппег-ШКе транспозон, имеющий склонность к горизонтальной, т. е. 
межвидовой, передаче, которая может сопровождаться переносом и другой 
генетической информации. 

Небезынтересно, что гены, расположенные в гетерохроматине, обычно 
имеют огромные интроны, набитые ретротранспозонами. 


20.5. Мобильные генетические элементы 
на службе филогенетики 


Ретротранспозоны — прекрасные маркеры общего происхождения, так 
как их отсутствие всегда есть предковое (плезиоморфное в терминах клади- 
стического анализа) состояние, присутствие — всегда приобретенное свойство 
(апоморфия), которое не может быть утеряно, а независимое точное попада- 
ние в то же самое место (гомоплазия) крайне маловероятно. Ретротранспозо- 
ны помогли в недавнем радикальном пересмотре филогении млекопитающих, 
в ходе которой слоны оказались объединенными в одну группу со слоновы- 
ми землеройками, а киты — сестринской группой бегемотам в отряде парно- 
копытных, вскрылось, что первоначальная радиация сумчатых имела место 
в Южной Америке с единственной ветвью, проникшей в Австралию (причем 
один ее представитель затем вернулся в Южную Америку) ит. д. 

Мобильные генетические элементы можно использовать в генетиче- 
ском анализе в качестве молекулярных маркеров. Так, в методе случайных 
праймеров — КАРО-анализе — проводится электрофоретический анализ 
длины фрагментов ДНК, апмлифицированных между случайными прай- 
мерами: эта длина будет сильно различаться в случае встройки транспозо- 
на, а если встройка большая, то полимеразная цепная реакция вообще не 
пойдет и мы будем иметь нуль-аллель. Метод, имеющий более прямое от- 
ношение к транспозонам, — РОВ-анализ; он основывается на изменчивости 
длины между соседними встройками одного и того же мобильного генети- 
ческого элемента. 
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20.6. Биологическая роль мобильных элементов 


20.6.1. Вводные замечания 


Когда мы говорим о биологической роли, то обычно неявно предполага- 
ем понятие цели, подходя к живым существам как инженеры и пытаемся от- 
ветить на вопрос «бабушка, для чего тебе такие большие зубы». В принципе, 
понятие цели применимо к биологическим объектам как к целому, если под 
целью подразумевать увеличение приспособленности, которая едина в трех 
лицах — жизнеспособность, скорость индивидуального развития и плодо- 
витость. При этом то, что в одних условиях понижает приспособленность, 
в других может ее повышать. Хуже того: то, что обычно ее понижает — на- 
пример, мутационная или рекомбинационная изменчивость, в редких, но все 
же вероятных на очень больших временных отрезках случаях может ее по- 
вышать — например, высокая изменчивость может обеспечить адаптивную 
эволюцию в условиях быстро меняющейся среды. Это следует понимать так, 
что носители некоторого свойства (допустим, повышенной мутабильности) 
в среднем имеют пониженную приспособленность по сравнению с не-носи- 
телями, но изредка в эволюции встречаются ситуации, в которых приспо- 
собленность не-носителей оказывается много ниже, и выживают лишь но- 
сители. В частных вопросах устройства биологических систем понятие цели 
можно условно применять в рамках конкретного технического задания (на- 
пример, как осуществить перемещение транспозона, или как блокировать 
перемещение транспозона, или как использовать транспозон для активации 
такого-то гена). 

Говоря о биологической роли мобильных элементов, нам, прежде всего, 
придется рассмотреть их очевидную роль эндогенных мутагенов, которую 
мы выше признали в целом «отрицательной» — как и мутаций в целом — 
что, конечно, не исключает положительной роли в качестве случайной или 
проявляющейся в особых ситуациях. Далее мы должны рассмотреть участие 
транспозонов в регуляции генной экспрессии, которая составляет даже и не 
роль вовсе, а совокупность случайных побочных эффектов. И, наконец, мы 
можем попытаться найти случаи, когда, метафорически выражаясь, эволю- 
ция рекрутировала транспозоны для выполнения каких-то конкретных тех- 
нических заданий. 
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20.6.2. Роль в спонтанном мутагенезе 


Когда мобильные генетические элементы были открыты, в них увидели 
основной источник спонтанных мутаций. Считается, что 80 % спонтанных 
мутаций происходит именно за счет них. Но в данном случае речь идет лишь 
о мутациях, сказывающихся на фенотипе. Рассмотрим этот вопрос подробнее. 
Спонтанные точковые замены нуклеотидов возникают минимум на порядок 
чаще, чем любые перестройки. У человека геномы детей отличаются от гено- 
мов родителей примерно на сотню замен и десять перестроек, куда относится 
все, что затрагивает более одного нуклеотида, включая перемещения мобиль- 
ных элементов. При этом считается, что у животных (от дрозофилы до чело- 
века) каждая особь несет в среднем одну мутацию с фенотипическим эффек- 
том — как правило, это слабый количественный эффект. 

У дрозофилы вне дисгенных ситуаций, в обычных изогенных линиях, ка- 
ждая особь несет в среднем одно новое перемещение Р-элемента, вне какой-ли- 
бо привязки к функциональным генам и тем более к фенотипу. Если принять 
кодирующим 1 % генома и учесть, что у дрозофилы имеется 12 000 генов, то 
вероятность встройки в конкретный ген можно оценить как 1/100 / 10 000, 
т.е. 10°. Но это и есть порядок величины вероятности спонтанного мутагенеза 
по структурному гену в расчете на поколение, знаменитая величина 10°5, по- 
лученная генетическими методами учета мутаций в эпоху до секвенирования. 
Спонтанный мутагенез по количественным признакам больше почти на два 
порядка, но тут и генов, влияющих на каждый такой признак, довольно мно- 
го, и некодирующая ДНК широко вовлечена в их регуляцию. При этом нужно 
учесть, что у дрозофилы есть много разных семейств мобильных элементов. 
Наиболее активные из них, подобные Р-элементам, как раз и обеспечивают 
у каждой особи ту самую одну новую мутацию, обладающую фенотипическим 
эффектом, пусть и слабым. 

Вто же время перемещение отдельно взятого элемента — событие редкое, 
и зафиксировать его, следя за мутациями в конкретных генах, очень непросто; 
это требует упорства ученых, подобных Б. Мак-Клинток. 

Иногда спонтанная мутабильность за счет мобильных элементов под- 
нимается до 10“ под действием разнообразных «стрессов» — температуры, 
скрещиваний, мутаций некоторых генов. Например, вследствие «гибридиза- 
ционного стресса», который есть не что иное, как другое название гибридного 
дисгенеза — ситуации, когда в гибридном ядре появляются автономные копии 
некоего транспозона и отсутствует система защиты от него. 

Ретротранспозоны перемещаются очень редко. По сути, речь идет об ин- 
фекциях — поначалу происходит множество перемещений, потом в условиях 
жесткого отбора против перемещений они подавляются, прежде всего, за счет 
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РНК-интерференции. Ретротранспозоны находятся на своих местах десятки 
миллионов лет, постепенно деградируя вследствие точковых мутаций. 


20.6.3. Мусор или оптимально устроенный геном? 


Мобильные элементы всегда были классическим примером мусорной ДНК 
(арк ОМА). Как мы убедились, геном — это прежде всего свалка разлагаю- 
щихся ретротранспозонов, на которой ютятся редкие структурные гены, не- 
обходимые для жизни и развития организма. Можно метафорически назвать 
его кладбищем, если транскрипционный сайленсинг признать за похоронный 
ритуал. Бесчисленные деградирующие копии ретротранспозонов, как прави- 
ло, бесполезны и скорее слегка вредны, так как ведут к затратам на воспро- 
изводство ненужной ДНК. Но на шкале приспособленности это оказывается 
дешевле, чем вырабатывать — ценой селективных смертей — специальный ме- 
ханизм очищения генома от них. 

Вто же время мобильные элементы могут поставлять промоторы и энхан- 
серы, дуплицировать гены в составе сложных $1\Е и даже осуществлять го- 
ризонтальный перенос между неродственными видами (в составе Магшег-по- 
добных транспозонов). Таким образом, мобильные элементы изредка могут 
становиться элементами системы управления генной экспрессии — в полном 
соответствии с теорией Мак-Клинток. Однако магистральный путь регуляции 
генной экспрессии, конечно же, никак не связан с транспозонами. 

В связи с этими соображениями постоянно появляются утверждения 
о том, что мусорность мусорной ДНК сильно преувеличена и даже что в ге- 
номе нет никакого мусора, а вся ДНК так или иначе для чего-то нужна (чи- 
тай, поддерживается естественным отбором). Надеюсь, вы уже чувствуете, 
что в прямом смысле это утверждение нереалистично — за любой адаптив- 
ный признак нужно платить селективными смертями, так что верным это 
высказывание могло бы быть лишь в очень переносном или косвенном смыс- 
ле. С одной стороны, людям по чисто эстетическим соображениям очень 
хочется, чтобы их геном был сокровищницей информации, а не свалкой, 
поэтому на такие исследования не жалеют денег, а результаты принимают 
на ура. Например, была запущена широкая программа ЕМСОПЕ — энцикло- 
педия кодирующих элементов человеческого генома. Факты участия мобиль- 
ных элементов в «осмысленной деятельности» — т. е. в генетической систе- 
ме управления развитием и жизнедеятельности организмов — имеются, и с 
ними не поспоришь. Однако я бы уподобил наши осмысленные кодирующие 
гены бездомным, живущим на свалке — они, естественно, приспосабливают 
разнообразный мусор для своих нужд, и где-то это даже удобно — иной раз, 
чтобы поесть или приготовить постель не нужно даже вставать с места, до- 
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статочно протянуть руку. Но свалка остается свалкой, и она очень не похожа 
на разумно организованное хозяйство, где нет ничего лишнего и все опти- 
мально служит определенной цели. Таким является геном прокариот и даже 
сумчатых грибов. 

В особенности впечатляют огромные размеры геномов у организмов, не 
испытывающих межвидовой конкуренции, — жителей пещер, глубоководных 
впадин и пр. Отсюда следует, во-первых, что помимо спонтанных делеций, 
которые, как мы уже знаем, иногда происходят, специального механизма из- 
бавления от дупликаций некодирующей ДНК не существует. В то же время, 
случайные делеции, поддержанные естественным отбором против слишком 
больших геномов в условиях межвидовой конкуренции, все же способны сдер- 
живать распухание генома. 

Для теоретических рассмотрений даже введено чисто условное понятие 
эффективного генома, т.е. генома за вычетом участков, подавляющее боль- 
шинство мутаций в которых нейтрально. К эффективному геному приближа- 
ются геномы видов с минимальным размером генома в своей группе, как пра- 
вило, имеющие очень небольшое время индивидуального развития — таков, 
например, арабидопсис среди цветковых растений. 


20.0.4. Специфические биологические функции, 
связанные с транспозонами 


Обнаружено, что теломераза происходит от ревертазы ретротранспозо- 
нов, что неудивительно: вспомним, что она синтезирует теломерный повтор 
по матрице своего ко-фактора — специальной кольцевой РНК! 

Теломеры дрозофилы отличаются от других модельных эукариот и состав- 
лены из тандемно расположенных по принципу «голова к хвосту» трех типов 
поп-ГТВ ретротранспозонов — 6,5, 8 и 10 тыс. пар оснований. При этом нара- 
щивание теломеры организовано как пристройка ДНК-копий ретротранспо- 
зонов. 

В культурах клеток млекопитающих, в том числе человека, на фоне хро- 
мосомных перестроек нередко возникают неоцентромеры — центромеры, со- 
бравшиеся (как эпигенетические структуры) на блоках тандемных повторов, 
ранее центромерной активности не проявлявших. Оказалось, что они обычно 
возникают в областях, богатых МЕ-1, причем последние в неоцентромере ак- 
тивно транскрибируются, так что их РНК оказывается важным компонентом 
неоцентромерного хроматина. По-видимому, их транскрипция и устанавли- 
вает петлю обратной связи, неоходимую для эпигенетического поддержания 
центромеры. (Вспомним, что и кластеры р1РНК, с их постоянной транскрип- 
цией на низком уровне, также поддерживаются эпигенетически!) 
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Фермент, осуществляющий перестройку генов иммуноглобулинов, про- 
являет гомологию с транспозазами и, несомненно, произошел от одной из них. 

Во многих случаях и животным, и растениям необходима криптическая 
окраска в виде хаотично расположенных пятен с более или менее заданными 
параметрами (размер, густота). Таковы крапинки на семенах, на яичной скор- 
лупе, на коже, чешуе и шерсти. Во всех этих случаях речь идет о клонах окра- 
шенных клеток среди родственных им клонов неокрашенных клеток. По боль- 
шому счету, существует только три молекулярных механизма возникновения 
такой окраски: 

—Эксцизия ДНК-транспозона из гена, контролирующего окраску. 
При этом клон соматических клеток приобретает и наследует ревертирован- 
ный функциональный аллель, т. е. приобретает и наследует иной генотип. 

— Эффект положения мозаичного типа. При этом генотип соматиче- 
ских клеток остается неизменным, а транскрипционная активность гена, 
контролирующего окраску, поддерживается по закону «все или ничего» 
эпигенетически. 

— Случайная инактивация одной из половых хромосом у гомогаметно- 
го пола — но это, по-видимому, не более чем экзотика, характерная только 
для млекопитающих, к тому же затрагивающая всего один пол. 


20.6.5. Биологическая роль РНК-интерференции помимо защитной 


Эволюционно более молодой функцией РНК-интерференции, нежели 
защитная, является регуляция трансляции. По геному рассеяны специаль- 
ные гены малых РНК — пиРНК (пусго ВМА), транскрипция которых дает 
РНК-предшественники длиной в несколько сот пар оснований, имеющие 
характерную вторичную структуру с петлями и двуцепочечными участками 
с несовершенной гомологией. (На рис. 20.9 показан такой предшественник, 
выделенный из капусты, длиной чуть более 300 нуклеотидных пар). РНК-пред- 
шественники претерпевают процессинг все теми же белками семейства ПУсет, 
и двуцепочечные участки высвобождаются, давая пУРНК (21-23 нуклеотида) 
и запуская посттранскрипционную РНК-интерференцию. Эти пиРНК имеют 
гомологию с участками мРНК тех генов, трансляцию которых они регулируют. 
Экспрессия генов малых РНК блокирует трансляцию многих генов сразу, это 
способ быстро и одновременно выключить их трансляцию. В частности, у рас- 
тений посредством такого посттрансляционного сайленсинга регулируются 
транскрипционные факторы, у животных — многие факторы регуляции кле- 
точного цикла. Иногда пуРНК, гомологичные участкам промотора, использу- 
ются не для репрессии, а для активации транскрипции. 
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Рис. 20.9. Один из предшественников п1РНК капусты [еп.мяЮре@а.оге] 


В последнее время появляются также свидетельства, что, подобно п!РНК, 
в регуляции оборота мРНК в клетке и контроле трансляции задействованы 
также и РНК. Так, лишь около 40 % рРНК, образующихся в сперматогене- 
зе мыши, гомологичны транспозонам. Возможно, они участвуют в регуляции 
генной активности. Есть основания полагать, что рРНК задействованы в за- 
пуске метилирования ДНК в мужском зародышевом пути и тем самым в меха- 
низмах «молекулярного импринтинга». 

Поразительно, но система рРНК, амплифицируемых по пинг-понг моде- 
ли, оказалась использована в таком специфическом явлении, как определение 
пола у чешуекрылых (по крайней мере у тутового шелкопряда)! Мы помним, 
что у этого вида специфичная половая хромосома М/ является доминантным 
фактором, определяющим женский пол. В то же время ДНК этой хромосомы 
состоит из неактивных транспозонов и вообще не имеет кодирующих генов. 
Оказалось, что район этой хромосомы, ответственный за определение пола, 
содержит лишь тандемно повторенные последовательности предшественни- 
ка РРНК длиной 29 нуклеотидов; он был обозначен Рет. Его транскрипты 
имеют область гомологии к транскрипту находящегося на 7/-хромосоме гена, 
обозначенного Ма5с (маскулинизатор) и кодирующего специфичное для че- 
шуекрылых семейство белков, относящихся к СССН-типу белков с цинковы- 
ми пальцами. Первичные р1РНК, образующиеся из транскриптов Еет, связы- 
ваются с транскриптом Ма5с, фрагментация которого приводит к формиро- 
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ванию вторичных рРНК. Первичные и вторичные р1РНК имеют «пинг-понг 
фингерпринт» — участок полной гомологии в 10 нуклеотидов, запускающий 
их амплификацию по пинг-понг модели (более того, некоторое количество 
транскрипта Ма5с наследуется яйцеклетками от матери, чтобы обеспечить 
быструю наработку р1РНК при наличии у зиготы \\-хромосомы). Вследствие 
РНК-интерференции с участием рРНК большая часть транскрипта Мас де- 
градирует, и его белковый продукт не образуется. Уже нетрудно догадать- 
ся, что этот продукт, во-первых, направляет альтернативный сплайсинг 
ортолога гена 4ои Ме зех по самцовому пути. Кроме того, он же подавляет 
транскрипцию генов /-хромосомы, т. е. обеспечивает дозовую компенсацию 
у самцов, имеющих эту хромосому в двух копиях (у тутового шелкопряда 
дозовая компенсация имеется, но состоит в подавлении транскрипции поло- 
вой хромосомы гомогаметного пола, как у млекопитающих, а не в «разгонке» 
транскрипции с единственной хромосомы гетерогаметного пола, как у дро- 
зофилы). 

Имеется и еще один пример отношения РНК-интерференции к опреде- 
лению пола у насекомых. Когда мы рассматривали нерасхождение половых 
хромосом у дрозофилы, то столкнулись с тем, что У-хромосома несет не- 
кий фактор, необходимый для мужской фертильности. Оказалось, что этот 
фактор не столько необходим для мужской фертильности в положительном 
смысле, сколько спасает мужскую фертильность от весьма неприятной моле- 
кулярной ситуации. В эухроматине Х-хромосомы есть ген 5{еЙе, который 
экпрессируется в семенниках и кодирует некий белок, необходимый в спер- 
матогенезе. В гетерохроматине Х-хромосомы каким-то образом «завелось» 
множество (около 200) копий этого гена — последовательности гетерохрома- 
тина вообще часто подвержены многократной дупликации. Данное событие 
носило несомненно вредный характер, поскольку приводило к избыточной 
экспрессии 51еЦПайе. Для борьбы с ней в У-хромосоме появился протяженный 
повтор, гомологичный гетерохроматиновым копиям 5еПае (по счастью, 
они имеют отличия от «мастер-копии» 5еПае), который превратился в кла- 
стер рЕРНК и экспрессирует антисенс-РНК к гетерохроматиновым копиям 
$1еПае, тем самым подавляя их экспрессию. При отсутствии этого кластера 
гетерохроматиновые копии ${еПаЁ настолько активно экспрессируются (не- 
смотря на их расположение в гетерохроматине), что цитоплазма спермато- 
цитов оказывается буквально набита кристаллами их белкового продукта, 
и сперматозоиды не образуются. В норме рРНК, гомологичные еПае, ока- 
зываются самыми многочисленными рРНК в семенниках. 

Последний случай специальной биологической роли как мобильных эле- 
ментов, таки РНК-интерференции мы рассмотрим отдельно ввиду его особой 
фееричности. 
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20.0.6. Оптимизация соматического генома у инфузорий 


Инфузории живут по заветам Барбары Мак-Клинток, осуществляя самый 
верхний уровень контроля активности генома при помощи мобильных эле- 
ментов и системы борьбы с ними. Наиболее изученными в этом отношении яв- 
ляются три рода — Рататесит, Зуотста и Охуйпсйа, принадлежащие к двум 
разным эволюционным линиям инфузорий, поэтому детали этого механизма 
уних могут сильно различаться. 

Во-первых, при образовании макронуклеуса ДНК рвется на фрагменты 
от 1-2 Мб уоднихдо 1-5 кбу других. Считается, что это делается для эффектив- 
ного деления геномного материала при амитотическом делении макронуклеу- 
са — он просто перешнуровывается как мешок с хромосомами, без каких-ли- 
бо механизмов их перераспределения между дочерними ядрами. Во-вторых, 
огромная доля (от 15 до 95 %) ДНК микронуклеуса при формировании нового 
макронуклеуса подвергается элиминации (диминуции). Это, в свою очередь, 
делает возможной экономию на умножении лишней ДНК и высокую плоид- 
ность именно рабочей ДНК, необходимой для жизнедеятельности, благодаря 
чему инфузории смогли достичь одной из самых сложных организаций среди 
одноклеточных. 

Длина элиминируемых фрагментов — от 14 пар оснований до десятков кб, 
общее количество — 5—50 тысяч (у разных инфузорий). В частности, из генома 
микронуклеусов удаляется вся повторенная ДНК (где она составляет до 20 %), 
в том числе транспозоны, но также удаляется и много ДНК, не несущей сле- 
дов происхождения от транспозонов, включая уникальные последователь- 
ности. У одних видов концы такой ДНК — даже той, что представляет собой 
ретротранспозоны — имеют сходство с концами ДНК-транспозонов, таким 
образом, вырезание элиминируемой ДНК со всей очевидностью произошло 
от выстригания транспозонов. И действительно, эта ДНК выстригается с ви- 
сячими концами и закольцовывается, при этом вырезанная последователь- 
ность может сохранять короткие повторы, а может не сохранять. Есть виды, 
для которых значение имеет последовательность нуклеотидов на некотором 
отдалении от точек эксцизии. У некоторых видов удаляемая ДНК встречается 
даже внутри генов и вырезается очень тщательно (в том числе она представ- 
лена транспозонами некоторых семейств), у других она располагается всегда 
между генами и вырезается не очень тщательно (и бывает, в частности, пред- 
ставлена ретротранспозонами), у третьих встречаются оба варианта. 

Фермент, который вырезает удаляемые последовательности, есть транс- 
позаза, причем пришедшая от разных транспозонов. У Охуй7ейа имеется три 
семейства транспозонов и соответствующие им три разные транспозазы, но- 
каут всех трех практически блокирует элиминацию, а нокаут любого из них — 
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несколько снижает, причем показано, что транспозаза одного типа элементов 
может выстригать другие типы. Таким образом, здесь фрагментация генома 
является следствием координированного выстригания множества транспозо- 
нов. У других инфузорий ферменты, фрагментирующие геном, уже не являют- 
ся продуктом функциональных транспозонов, но явно происходят от таковых. 

Однако то, какие куски ДНК будут элиминированы, а какие останутся, 
в целом определяет не первичная структура их концов, хотя и ее вклад нельзя 
отрицать. У Тегасйутепа и Рататесит в мейозе практически со всего генома 
микронуклеуса считываются РНК, которые фрагментируются белком из уже 
знакомого нам семейства П/сег на так называемые сканирующие малые (около 
30 н. п.) РНК — 5спРНК, весь пул которых, по сути, составляет полную ко- 
пию генома зародышевого пути. Они поступают в цитоплазму и связывают- 
ся все с теми же белками подсемейства Р1МУЙ семейства Аггопаи{. Эти белки, 
в комплексе с зспРНК, помечают фрагментированные последовательности 
ДНК на удаление по гомологии со $спРНК через запуск их гетерохроматини- 
зации. Однако еще до начала формирования будущего макронуклеуса весь пул 
$сПРНК просеивается существовавшим макронуклеусом — если они гомо- 
логичны чему-то в его геноме, они связываются с его транскриптами и соот- 
ветствующая ДНК будущего нового макронуклеуса остается непомеченной. 
Опять мы видим эпигенетически передающуюся информацию, в данном слу- 
чае о том, какая именно ДНК будет работать. (Легко понять, как это исследо- 
валось — в микронуклеус или макронуклеус добавляли последовательности 
и следили за тем, войдут ли они в состав нового макронуклеуса или нет.) При- 
чем сравнение с действующим макронуклеусом по всей видимости проходит 
целиком на уровне РНК — со всего генома макронуклеуса считываются длин- 
ные РНК, которые и связывают комплексы $спРНК-Р!М/1-белки. Фигурально 
это можно представить как просеивание коротких РНК через сито длинных, 
когда часть из первых прилипает ко вторым. Учитывая огромную плоидность 
ДНК макронуклеуса, концентрация ее транскриптов должна оказаться доста- 
точно высокой, чтобы полностью отфильтровать на себя гомологичные ей 
$спРНК. 

Можно сказать, что конкретный состав ДНК макронуклеуса поддержива- 
ется эпигенетическим путем — хотя, опять-таки, наследование через нуклеи- 
новую кислоту, РНК, нельзя с полным правом назвать негенетическим. При- 
чем эта по сути соматическая генетическая информация с необходимостью 
проходит жесткое тестирование естественным отбором. 

Поразительно, но у Охуйсйа при удалении лишней ДНК та, что остается, 
часто подвергается закономерным перестройкам, устанавливающим правиль- 
ный с функциональной точки зрения порядок следования отрезков ДНК. На- 
пример, экзоны некоего гена могут быть расположены в микронуклеусе в дру- 
гом порядке, во встречных ориентациях или на разных хромосомах, но при 
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элиминации эти участки ДНК сшиваются как надо. Подчеркнем, что это еще 
не процессинг РНК, это запрограммированные перестройки ДНК. Оказывает- 
ся, это происходит по матрице тех самых длинных транскриптов с действую- 
щего макронуклеуса, которые имеют правильную ориентацию экзонов! 

Весь казус инфузорий показывает нам, что они сумели приручить для це- 
лей селекции той ДНК, которая нужна в соматическом пути, как сами транспо- 
зоны, используя транспозазы для фрагментации, так и систему борьбы с ними 
путем посттранскрипционного сайленсинга соответствующего хроматина — 
РГМП-белки и зспРНК. В частности, здесь мы убеждаемся, что как сами транспо- 
зоны всех основных типов, так и система их сайленсинга сформировались еще 
у одноклеточных и уже присутствовали в полном объеме у общего предка всех 
ныне живущих эукариот. Очевидно, что у инфузорий все началось именно с сай- 
ленсинга определенных участков генома, после чего нужно было лишь «приру- 
чить» транспозазу и вырезать эти гетерохроматинизированные участки. 

Оборотной стороной этой медали является отсутствие контроля со сторо- 
ны естественного отбора за геномом микронуклеуса. В атмосфере вседозволен- 
ности он работает как насос разнообразной мусорной ДНК. В разных популя- 
циях инфузорий в геном микронуклеуса попадает разный ДНК-мусор, и если 
представители таких популяций конъюгируют, это не приводит ни к чему хо- 
рошему. Специфический для одной популяции элемент генома микронуклеуса 
может попасть в клетку, где макронуклеус происходит от другой популяции. 
Поскольку $спРНК производятся во время мейоза, т. е. до конъюгации, такая 
клетка не будет иметь $спРНК, комплементарных геному чужого микронукле- 
уса. Поэтому при образовании нового макронуклеуса такой участок не будет 
помечен на элиминацию и войдет в состав макронуклеуса. Если это большой 
участок ДНК, не имеющий биологической функции, либо вредный фрагмент, 
клетка потратит большое количество ресурсов на воспроизводство мусорной 
ДНК или даже погибнет. Такие гибриды будут сильно проигрывать. Поэтому 
инфузории очень склонны к образованию несовместимых видов-близнецов, 
неразличимых морфологически. 
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ГААВА 71 


ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ТРАНСФОРМАЦИЯ 


21.1. Вводные замечания 


Генетической трансформацией эукариот называется искусственный пере- 
нос генов от одного организма к другому, минуя скрещивания. Определение этого 
термина для прокариот можно получить, опустив последние два слова — регу- 
лярное половое размножение им не свойственно, так же как и четкое разделение 
на виды, а передача генетической информации посредством редкого полового 
процесса, зачастую между не очень родственными формами, носит нерегуляр- 
ный, частичный и в какой-то степени «незаконный» характер. Другое название 
генетической трансформации — трансгенез. Чужеродный ген, введенный в ге- 
ном, называется трансееном. (Этот термин добавляет немного к истерии по по- 
воду генетически модифицированных организмов, поскольку публика не при- 
выкла различать термины «трансген» и «мутаген».) У прокариот генетическая 
трансформация посредством бактериофагов, переносящих встроенные фраг- 
менты генома, называется ’ирансдукцией. Подобное же значение, с той разни- 
цей, что на месте бактериофагов подразумевались вирусы, первоначально имел 
термин трансфекиия, применяемый к эукариотам, однако у позвоночных жи- 
вотных, где термин трансформация слишком широко использовался для обо- 
значения малигнизации клеток, применение термина трансфекция расшири- 
лось до любой генетической трансформации. Результатом генетической транс- 
формации являются генетически модифицированные организмы. 

На практике чаще возникает необходимость переноса генов от одного 
вида к другому. В генетических исследованиях бывает нужно переносить гены 
и впределах вида — например, добавить «лишние» копии гена, да еще и сопре- 
деленным образом управляемой экспрессией, или скомпенсировать потерю 
своего гена или его функции искусственным добавлением его функциональ- 
ной копии, что, по сути, составляет генную терапию. 

У бактерий генная трансформация технически проста. Некоторые из них 
в норме способны поглощать голую ДНК, у других можно организовать такое 
поглощение несложными процедурами. Основная проблема в случае эукари- 
от — найти вектор, способный доставлять нужные гены в геном данного ор- 
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ганизма. В качестве таких векторов в основном используют вирусы, мобиль- 
ные генетические элементы и специфические бактериальные векторы. Иногда 
вектором могут служить не биологические, а механические объекты. Нематода 
СаепотпаБАЙез @езапз является генетическим объектом, не требующим ника- 
кого вектора — в ее клетки попадает чужеродная ДНК, добавленная в пита- 


тельную среду. 


21.2. Генетическая трансформация прокариот 


Как вы помните из опытов Ф. Гриффитса, которые проходили в начале 
курса молекулярной биологии, у бактерий можно даже смешать убитые нагре- 
ванием вирулентные стафилококки с невирулентными, и ДНК первых будет 
способна спонтанно передаваться вторым. Данный опыт иллюстрирует тот 
факт, что ДНК — весьма термостабильная молекула. В данном случае она пе- 
редается живым клеткам, по сути, будучи прилипшей к клеточным стенкам 
разрушенных клеток. Примерно 1% видов бактерий является естественно 
компетентным, т.е. имеет белковые механизмы для транспорта ДНК через 
мембрану, например ДНК-транслоказный комплекс. У грамположительных 
бактерий в клетку передается одна цепь ДНК, тогда как вторая гидролизует- 
ся нуклеазами. У грамотрицательных есть дополнительная мембрана, поэтому 
для передачи ДНК нужны специальные каналы. Обычно ДНК к естественно 
компетентным клеткам передается неспецифично относительно ее первичной 
структуры, но в некоторых случаях определенные последовательности могут 
облегчать перенос. 

Для остальных бактерий необходимо искусственное создание компетен- 
ции к трансгенезу. Что интересно, главной проблемой здесь оказывается не 
то, как чужеродной ДНК преодолеть массивную клеточную стенку, а как ей 
преодолеть полужидкую плазмолемму. Обычно это достигается одним из двух 
путей — химическим или электрическим. 

Химический путь придания бактериям компетенции состоит в инкубации 
их в растворе, содержащем двухвалентные катионы — например, в растворе 
хлорида кальция или рубидия — с последующим нагревом и охлаждением. Ме- 
ханизм возникновения компетенции в данном случае неясен. Предполагается, 
что здесь может играть роль координация двухвалентным катионом отрица- 
тельного заряда клеточной стенки, а нагревание и охлаждение сопровождается 
изменением осмотического давления, обеспечивающим эффект насоса. 

Второй способ придания бактериальным клеткам компетентности — 
электропорация — заключается в действии импульсов электрического поля 
напряженностью 10-20 кВ/см. Эти импульсы пробивают отверстия в плазмо- 
лемме, которая, будучи идеальным, но очень тонким диэлектриком, помещен- 
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ным в электролит, обладает свойством концентрировать электрическое поле. 
Эти отверстия исчезают, а мембрана восстанавливается с характерным време- 
нем в сотни секунд. Помимо эффектов поля, в электропорации играют роль 
и электролитические эффекты, поскольку процедура предполагает контакт 
электродов с водной средой, в которой суспендированы бактерии. Существу- 
ют два пороговых значения напряженности поля, каждое из которых зависит 
от продолжительности и формы электрического импульса — нижнее, при 
напряженности поля ниже которого электропорация не происходит, и верх- 
нее, при напряженности поля выше которого она необратима и несовместима 
с дальнейшей жизнью клетки. 

При электропорации придание клеткам компетенции происходит одно- 
временно с собственно трансформацией — ее проводят в среде, к которой до- 
бавлен трансген. Чужеродная ДНК поступает в клетку под действием того же 
самого электрического поля, которое перфорирует мембрану. Нагревают и ох- 
лаждают клетки после химической обработки для придания им компетенции 
также в среде с трансгеном. Часто оба способа совмещают, проводя электропо- 
рацию клеток, предварительно обработанных солями двухвалентных металлов. 

При очень низких температурах компетенция может сохраняться очень 
долго, поэтому компетентные клетки производят промышленным образом 
и хранят в замороженном состоянии, как правило, при температуре -70°С. 
Производят два типа полученных химическим путем компетентных клеток, 
предназначенных, соответственно, для трансформации путем нагревания/ох- 
лаждения и путем электропорации. 


21.3. Генетическая трансформация у дрозофилы 


Генетическая трансформация дрозофилы началась с работ Дж. Рубина 
и А. Спрадлинга 1982 г., которые использовали в качестве вектора Р-элемент. 
Будучи мобильным генетическим элементом, Р-элемент способен к неконтро- 
лируемому спонтанному перемещению в геноме, сопровождающемуся мута- 
генезом, что не очень удобно. Поэтому были использованы два по-разному 
дефектных Р-элемента, так что эти дефекты компенсировали друг друга, если 
оказывались в одном ядре. В один из вариантов Р-элемента вместо гена транс- 
позазы был вставлен трансген (длиной около 20 тыс. пар оснований), который 
и нужно было ввести в геном мухи. Второй вариант, так называемый Р-эле- 
мент-хелпер, имел неповрежденный ген транспозазы, но у него был дефект 
одного из концевых повторов, так что он транскрибировал мРНК транспо- 
зазы, но сам не имел возможности встраиваться в геном. Обе молекулярных 
конструкции нарабатывались в бактериальных клетках, будучи встроенны- 
ми в плазмиды. Они одновременно вводились в ранний эмбрион дрозофилы 
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М-цитотипа, находящийся еще в доклеточной фазе, посредством микроинъек- 
ций (выживаемость эмбрионов после этой процедуры составляла чуть более 
10 %). Введенный таким образом элемент-хелпер транскрибировался и произ- 
водил транспозазу, а Р-элемент, несущий трансген, имел возможность встра- 
иваться в геном, поскольку эмбрион в этот момент претерпевает дробление 
и его генетический материал большую часть времени не изолирован от цито- 
плазмы ядерной мембраны. Таким образом, Р-элемент, содержащий трансген, 
встраивался в геном дрозофилы посредством транспозазы, кодируемой эле- 
ментом-хелпером. Концентрация последнего в цитоплазме по мере роста 
эмбриона падала до нуля, а встроиться в геном он был неспособен, поэтому 
транспозаза исчезала, а трансгенный Р-элемент терял подвижность. Сейчас 
применяют и другой подход — не вводят трансген-хелпер, а используют линии 
мух М-цитотипа, у которых транспозаза уже встроена (опять-таки методами 
генетической трансформации) в известное место генома, стабильно экспрес- 
сируется и маркирована сцепленными мутациями, в то время как способные 
к перемещениям Р-элементы отсутствуют. Поскольку у этой линии транспоза- 
за присутствует всегда, введенный трансгенный Р-элемент сохраняет подвиж- 
ность, что, в частности, приводит к множественным соматическим мутациям, 
поэтому от транспозазы приходится избавляться посредством генетической 
сегрегации в серии скрещиваний, отслеживая ее по маркирующим сцеплен- 
ным мутациям. 

Посредством экспериментов подобного рода в геном дрозофилы были 
введены различные трансгены. В них необходимо контролировать и встройку 
трансгена, и его экспрессию в геноме. Экспрессия некоторых трансгенов легко 
регистрируется сама по себе. В других случаях в транспозон наряду с целевым 
трансгеном вводят еще и репортерный ген, экспрессия которого легко реги- 
стрируется и тем самым позволяет судить об успехе трансформации. 

Прекрасный обзор успехов генетической трансформации сделан акаде- 
миком Игорем Федоровичем Жимулевым (Жимулев И.Ф. Трансформация 
у дрозофилы — новый экспериментальный подход в генетике // Соросовский 
образовательный журнал. 2003. Т. 6. № 7. С. 11-16), в соответствии с которым 
этот материал кратко изложен ниже. Посредством генетической трансформа- 
ции дрозофилы можно решать широкий круг генетических задач, как-то: 

1. Выяснение минимальных фланкирующих участков ДНК, достаточных 
для нормальной экспрессии гена. Для этого создается конструкция, содержа- 
щая трансген с тестируемым генетическим окружением, которая вводится 
в гомозиготу или гемизиготу по аморфной мутации в отношении исследуемо- 
го гена. Если окружение гена достаточно для его экспрессии, такая трансфор- 
мация исправляет генетический дефект исходной линии. 

2. Изучение работы регуляторных участков ДНК отдельно от их генов. 
С этой целью создают составную конструкцию, состоящую из двух частей: 
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изучаемого регуляторного участка и репортерного гена, например, гена Гас 
бета-галактозидазы. (Этот фермент осуществляет гидролиз одного из синте- 
тических субстратов, галактозида Х-2а|, продукт гидролиза которого нерас- 
творим и имеет синюю окраску, так что клетки, обработанные Х-га|, синеют, 
если бета-галактозидаза в них работала.) Такая работа была впервые выпол- 
нена В. Герингом в Австрии в 1985 г., который изучал влияние регуляторно- 
го участка, примыкающего к гомеозисному гену Д=. Сокращая регуляторные 
участки, «пристегиваемые» к репортерному гену, можно узнать конкретные 
последовательности, ответственные за включение или выключение транс- 
крипции в определенных клетках. На рис. 7.1 приведена схема такого опыта 
по исследованию регуляторной области гена пиисйваск. 
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Рис. 21.1. Схема опыта по исследованию регуляторной области гена НиисйБаск (1). 
Цифрами обозначены нуклеотидные позиции от начала кодирующей части, в левой 
колонке - обозначения аллелей [ Жимулев И.Ф. Трансформация у дрозофилы — новый 
экспериментальный подход в генетике // Соросовский образовательный журнал. 2003. 
Т. 6. № 7. С. 11-16] 


3. Изучение компактизации хроматина, эффекта положения. Для этого 
используют конструкции, содержашие и" — аллель гена и со слабой экспрес- 
сией, сильно зависящей от хромосомного окружения. В таких опытах сопо- 
ставляют уровень транскрипции этого трансгена с местом его встройки. Это 
место можно узнать приблизительно при помощи гибридизации ш зНа на по- 
литенных хромосомах, точно — секвенируя окружение трансгена. 
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4. Изучение особенностей генов или регуляторных элементов, взятых 
от других организмов. Таким образом была, например, проверена инактивиру- 
ющая роль Са-повтора из генома СИйтопотиз Шити. Для этого была создана мо- 
лекулярная конструкция следующего состава: Са, целевой ген, на экспрессию 
которого предполагалось влияние присутствия С в 5’-кодирующей области, 
и репортерный ген. Она была внедрена в геном мух гомо- или гемизиготных 
по мутациям обоих генов. Если экспрессия репортерного гена есть, а исследуе- 
мого — нет, значит, трансген встроился и работает, но второй ген подавлен С1. 
В частности, целевым геном в данном опыте выступал и, и повтор Са действи- 
тельно подавлял его экспрессию, но мозаичным образом, наподобие того, что 
наблюдается в случае эффекта положения мозаичного типа. 

5. Создание энхансерной ловушки, т. е. поиск участков ДНК, в определен- 
ном месте и в определенное время усиливающих экспрессию расположенных 
рядом генов. Данная серия опытов была осуществлена в 1987-1989 гг. в лабо- 
ратории того же Геринга. Был взят Р-элемент, имеющий целевой ген [ас7. под 
слабым промотором, в норме почти не работающим. Кроме того, там были 
репортерный ген ксантингидрогеназы гу+ под сильным промотором, позво- 
ляющий констатировать успешность встраивания транспозона и саму воз- 
можность экспрессии в этом месте генов под сильным промотором (таковым 
является собственный промотор гена гу+), а также элементы, нацеленные 
на последующее молекулярно-генетическое изучение окрестностей встройки: 
полилинкеры — участки распознания разными рестриктазами, да еще в при- 
дачу и популярная в генной инженерии плазмида Вщезстр!. Кроме того, там 
же присутствовал репортерный ген алкогольдегидрогеназы Айй, позволяю- 
щий следить за этой конструкцией в тех бактериях, где он нарабатывается. 
Если встроившийся Р-элемент попадал под действие активных энхансеров, 
транскрипция [ас усиливалась. Окрашивая нужные клетки в нужное время 
с помощью Х-а], можно было выбрать трансгенные линии мух, у которых 
трансген попал в окрестности энхансеров, активных именно в них и в это вре- 
мя. Разрезая геномную ДНК рестриктазами и заново легируя отрезки, можно 
собрать плазмиду Вшезсирь в которую будет встроено геномное окружение 
трансгена, и просеквенировать это окружение, тем самым установив и сам эн- 
хансер, и ген, который он активирует. 

6. Внедрение трансгенов, экспрессирующихся в нужный момент. Напри- 
мер, промоторы генов теплового шока запускают транскрипцию в ответ на по- 
вышение температуры. Во вводимой конструкции можно объединить такой 
промотор и кодирующую часть целевого гена, встроить ее и поднять темпера- 
туру в нужное время. 

7. Более общая задача: внедрение трансгенов, экспрессирующихся жела- 
тельным образом, в нужных клетках в нужное время. Реализация этой зада- 
чи ограничена лишь набором и свойствами энхансеров, уже существующих 
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у дрозофилы в норме и пойманных «энхансерной ловушкой». Вместо того 
чтобы для каждого нового гена трансформировать им дрозофил, получать 
случайным образом встроенные трансгены и отбирать из них те, которые 
встроились под нужным энхансером, применяют бинарную систему — кол- 
лекцию однотипных встроек под разными энхансерами, оказывающими 
на них с15-влияние, и коллекцию встроек разных генов, которая постоянно 
пополняется. Дело осталось за малым — функционально связать те и другие. 
Для этого в дрозофилу фактически встраивается целое звено генной сети. 
Встройки под разными энхансерами содержат дрожжевой ген СаМ, который 
кодирует белок, активирующий транскрипцию у дрожжей (отметим случай- 
ность буквенного совпадения сокращенного названия с вышеупомянутым 
галактозидом). Никако- 
го фенотипа экспрессия 
этого гена у дрозофи- 
лы не имеет. Однако он 
способен активировать 
дрожжевой ’промотор 
(А$. Поэтому в трансге- 
нах второго набора раз- 
ные гены поставлены 
под этот самый дрожже- 
вой промотор ПА5. В от- 
сутствии белка САГА он 
неактивен, поэтому ли- 
нии мух из второй кол- 
лекции сами по себе так- 
же не имеют своего осо- 
бого фенотипа. Однако 
если скрестить линию 
первого типа с линией 
второго типа, в геноме 
гибридной мухи будет 
присутствовать и дрож- 
Рис. 21.2. Формирование небольших эктопических глаз жевой ген СаМ, встро- 


на теле дрозофилы, трасформированной Р-элемента- ившийся под с15-регу- 
ми, содержащими ген дрозофилы е[еуез; (а-6) либо ген ляцию того или иного 
мыши $тай (в-г), поставленный под контроль «чужого» энхансера, и {гапз-регу- 
энхансера с помощью системы Са/-ИА$ [Жимулев И.Ф. лиремый его продуктом 
Трансформация у дрозофилы — новый эксперимен- (белком Са4) промотор 
тальный подход в генетике // Соросовский образова- ЦАЗ в связке с изучае- 
тельный журнал. 2003. Т. 6. № 7. С. 11-16] мым геном. Таким обра- 
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зом, с15-сигнал из одного родительского генома посредством одной из встро- 
ек передается дополнительным ‘тапз-сигналом в другую встройку, находя- 
щуюся во втором родительском геноме. Имея две такие коллекции линий, 
можно поставить любой ген из второй коллекции под регуляцию любым 
энхансером из первой коллекции. Тем самым можно изучать, что будет про- 
исходить с мухой вследствие экспрессии трансгена, регулируемой тем или 
иным образом. 

Поразительным и ставшим хрестоматийным примером использования 
этой системы является изучение генов, контролирующих развитие глаз у дро- 
зофилы. В лаборатории Геринга мухам, мутантным по мутации еуее5, блоки- 
рующей развитие глаз, при помощи САГ4-ЦА$ системы был введен функцио- 
нальный аллель еуее55+ под управлением энхансера, активирующего экспрес- 
сию в ногах, крыльях и головном отделе. У них развились нормальные глаза, 
а также небольшие глаза на ногах, крыльях и антеннах (рис. 21.2). Поразитель- 
но, но к такому же эффекту привело встраивание гена $та[ еуе, стимулиру- 
ющего ранние этапы формирования глаза у мыши — и это при всей разнице 
в строении камерного глаза мыши и фасеточного глаза дрозофилы! На осно- 
вании первичной структуры было ясно, что эти гены являются отдаленными 
ортологами, но они оказались к тому же и функционально заменимы. 


21.4. Генетическая трансформация 
у млекопитающих и прочих позвоночных 


Для генетической трансформации млекопитающих чаще применяется 
термин «трансфекция». В большинстве случаев речь идет о внедрении в клет- 
ку чужеродной ДНК, которая способна в ней экспрессироваться, но в геном не 
встраивается и в поколении клеток не передается. Трансфекция облегчается 
тем фактом, что животные клетки не одеты клеточной стенкой, а чужеродная 
ДНК, попав в цитоплазму, способна к экспрессии — несмотря на то, что она не 
находится в ядре и не запакована в хроматин как собственная геномная ДНК. 
Наиболее распространены эксперименты по трансфекции в культурах тканей, 
в которых применяется большое разнообразие методов. 


Например, в суспензии, получаемой от смешивания раствора ДНК и хло- 
рида кальция с фосфатным буфером, образуется тонкий преципитат фосфата 
кальция, на который сорбируется ДНК. Он добавляется к культуре клеток, ра- 
стущих монослоем, поглощается ими и доставляет ДНК в цитоплазму. 

ДНК можно доставлять в клетки в искусственных липосомах, сформиро- 
ванных катионными фосфолипидами, которые способны к слиянию с плазмо- 
леммой — этот метод называется лииофекцией. 
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ДНК можно доставлять в связи с поликатионами, поглощаемыми эндоци- 
тозом — сорбция на фосфате кальция является вариантом этого подхода. 

Ряд методов основан на прободании плазмолеммы — это уже знакомая 
нам электропорация, а также порация ультразвуком (сонопорация), сфоку- 
сированным лазером. Большая эффективность этих методов применительно 
к культурам клеток животных по сравнению с бактериями обуславливается 
отсутствием клеточной стенки. 

Плазмидную ДНК можно доставить в животную клетку путем искус- 
ственного слияния ее с бактериальными протопластами. 

ДНК может быть доставлена сорбированной на нанофибриллах, на части- 
цах золота, которыми клетку «обстреливают» специальной «пушкой», на маг- 
нитных частицах, движимых электромагнитным полем. 

Существует совершенно удивительный способ доставки ДНК в клетки 
печени — гидродинамическая доставка. Она состоит в быстрой, примерно 
за 10 секунд, инъекции большого объема раствора, содержащего ДНК в плаз- 
мидах, в кровь печени, после чего такая ДНК обнаруживается экспрессирую- 
щейся в клетках печени. 

Все эти методы объединяет то обстоятельство, что чужеродная ДНК 
в геном клетки, как правило, не интергируется — она экспрессируется в ци- 
топлазме, но теряется в митозе. Однако встройки в геном все же происходят 
с весьма низкой вероятностью. Для отбора таких встроек в клеточных культу- 
рах в трансген добавляется устойчивость к токсину. Один из специально раз- 
работанных для этой цели токсинов даже назвали «генетицин»; устойчивость 
к нему обеспечивает бактериальный ген устойчивости к неомицину. 

Трансфекция без интеграции трансгена сейчас широко применяется 
для «перепрограммирования» клеток в культуре — их трансдетерминации 
(переключение направления будущей дифференциации), трансдифференциа- 
ции (изменение типа дифференциации) и дедифференциации (превращение 
дифференцированных клеток в плюрипотентные стволовые и даже тотипо- 
тентные эмбриональные клетки). Для этого в качестве векторов, экспресси- 
рующих необходимые для клеточного перепрограммирования белковые фак- 
торы, в частности, широко используются лентивирусы — род ретровирусов, 
способных реплицироваться без встройки в геном и заражать соседние клетки 
без образования вирусных частиц (к этому роду относится и вирус иммуноде- 
фицита человека). К их недостаткам относится ненулевая вероятность инте- 
грации в геном, как иу всякого ретровируса. 

Генетическая трансформация позвоночных с помощью ДНК-транспозо- 
нов по аналогии с дрозофилой ограничивалась отсутствием доступных актив- 
ных транспозонов — в геномах, как правило, обнаруживаются лишь их дефек- 
тные копии. Однако это не остановило исследователей. Проанализировав мно- 
жество таких дефектных копий, зафиксировавших разнообразные точковые 
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мутации, у нескольких видов лососевых рыб, ученые реконструировали пер- 
вичную структуру предкового для них активного ДНК-транспозона в качестве 
последовательности консенсуса, воссоздали такой транспозон искусственно, 
романтически назвав его Чеершз Веаи(у (спящая красавица), и с успехом при- 
менили для генетической трансформации лосося. 


21.5. Генетическая трансформация у растений 


В основе генетической трансформации растений лежит использование 
бактерий из рода Астобачептит. Эта бактерия удивительна — она сама исполь- 
зует горизонтальный перенос своих генов в ядерный геном высшего растения 
для того, чтобы вызывать у него опухоль — корончатые галлы — и жить в этой 
опухоли. Вид А. штйадеи вызывает образование корончатых галлов в месте 
перехода стебля в корень, А. гй120вепе; — на корнях. Таким образом, агробак- 
терия паразитирует не только на метаболизме хозяина, как большинство па- 
разитов, но и заставляет его тиражировать свою генетическую информацию, 
являясь природным — т. е. совершенно «естественным» (что по идее должно 
было бы успокоить «ГМО-алармистов») — генным инженером. 

Эти бактерии передают в клетки растения части своих так называемых 
Т!-плазмид и В!-плазмид, имеющих малую гомологию друг с другом, но функ- 
ционально сходных. Т!-плазмида содержит около (чуть менее) двухсот коди- 
рующих генов. Имеется район вирулентности, ответственный за проникнове- 
ние в растительную клетку, в котором находятся шесть локусов (оперонов), 
обозначаемых латинскими буквами (УтА, УЙВ... ), кодирующих десятки так 
называемых Уий-белков, среди которых рецептор к фенолам, присутствующим 
в поврежденных тканях растения; белки, связывающиеся с плазмидой; эндо- 
нуклеазы, разрезающие плазмиду; белки, связывающиеся с липидами мембра- 
ны и образующие каналы в ней и пр. Другие белки, необходимые для транс- 
формации, кодируются в бактериальной хромосоме. Они транспортируются 
в клетку хозяина одновременно с переносимой туда ДНК и функционируют 
во взаимодействии с белками хозяйской клетки. Часть Т1-плазмиды, поступа- 
ющую в растительную клетку, называют Т-ДНК, она имеет длину 200-250 кб 
и окаймлена фланкирующими прямыми повторами длиной в 25 нуклеотидов 
(важно, что она не включает район вирулентности). Т-ДНК содержит гены 
биосинтеза опинов — сконденсированных через аминогруппу двух аномаль- 
ных аминокислот, которые служат для агробактерии источником углерода 
и азота, недоступных для усвоения другими бактериями («генная инженерия» 
для «специализированного производства»!), а также гены растительного гор- 
мона ауксина, цитокинов, способствующих галлообразованию, ингибиторов 
роста побегов и корней и некоторые другие. 
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Трансформация растения Т-ДНК требует контакта бактерии с раститель- 
ной клеткой и в норме предполагает поранение растения, однако возможна 
и для неповрежденных растительных тканей — через устьица и, возможно, 
иные естественные поры. Важным этапом является преодоление клеточных 
стенок, для чего бактерия имеет сложные белковые механизмы и образует 
пили. Этот процесс имеет сходство с бактериальной коньюгацией и некоторые 
вовлеченные в оба процесса белки проявляют гомологию. Т-ДНК поступает 
в растительную клетку в одноцепочечном состоянии с присоединенным к ее 
5’-концу белком УйО2, и уже в растительной клетке она покрывается пример- 
но 600 молекулами белка УНЕ2, который поступает (вместе с некоторыми дру- 
гими белками) из бактериальной клетки в растительную независимо. Интегра- 
ция Т-ДНК происходит по спонтанным двуцепочечным разрывам в хозяйской 
ДНК, так что эффективность трансформации возрастает при воздействии 
факторов, провоцирующих двуцепочечные разрывы. Интегрируется Т-ДНК 
также уже в двуцепочечном состоянии. Интеграция происходит посредством 
белков системы репарации двунитевых разрывов растительной клетки, при- 
чем основную роль играет система негомологической репарации и репарации 
по микрогомологи двунитевых разрывов, но может задействоваться и система 
гомологической репарации. В обоих случаях встройке способствует микрого- 
мология хозяйской ДНК вблизи разрывов к концам (прежде всего 3’-концу) 
Т-ДНК. Вследствие использования системы негомологичной репарации дву- 
нитевых разрывов, при встройке Т-ДНК укорачивается на 10-50 нуклеотидов 
с обоих концов. Поэтому к дальнейшим перемещениям по геному Т-ДНК не- 
способна. Часто встройка сопровождается небольшими делециями хозяйской 
ДНК либо инсерциями дополнительной ДНК, также нередки множествен- 
ные встройки. Встройки чаще происходят в участки с рыхлым хроматином, 
в частности, в промоторные и энхансерные участки межгенных промежутков. 
Процесс передачи Т-ДНК в клетки занимает несколько часов, тогда как сама 
встройка ее в геном происходит достаточно быстро (минуты). 

Все содержимое Т-ДНК можно удалить, но если оставить концевые по- 
вторы, она сохранит способность к встройке в геном растения, если в клетке 
будут присутствовать Уи-белки. Поэтому генные инженеры растений сейчас 
не используют в качестве вектора собственно Я-плазмиду. Вместо этого разра- 
ботаны бинарные векторы — агробактерии, содержащие небольшую интегри- 
руемую в геном растения плазмиду, содержащую концевые повторы Т-ДНК 
и трансген (трансгены), и вспомогательную уй-плазмиду, представляющую 
собой Ч-плазмиду, содержащую район вирулентности, но несущую делецию 
части Т-ДНК и потому неспособную к встройке в геном растения. В интегри- 
руемую Т-ДНК помимо целевого трансгена вставляют также ген устойчивости 
к антибиотику, к которому чувствительны пластиды растения; он необходим 
для отбора растений-трансформантов. 


546 Глава 21. Генетическая трансформация 


Суспензиями агробактерий, содержащих нужные конструкции в составе 
Т-ДНК, обрабатывают протопласты, каллус, листовые диски или прямо капают 
такой раствор в цветки. Применяют и так называемую агроинфильтрацию — 
инъекции суспензии, содержащей агробактерию с нужной плазмидой, непо- 
средственно в лист. Либо же растение помещают в вакуум и тем самым опусто- 
шают его устьица, затем побег погружают в суспензию агробактерий и восста- 
навливают давление — при этом суспензия устремляется в полости зеленых тка- 
ней. При таком методе происходят множественные встройки, поэтому селекции 
на стабильные трансгены не делают, а непосредственно пользуются подобным 
образом генетически модифицированным растением в хозяйственных целях. 

К сожалению, не все растения поддаются генетической трансформации 
при помощи Т1-плазмид. В частности, к ним слабо восприимчивы или вовсе 
не восприимчивы большинство однодольных растений. У таких растений на- 
ходит применение упоминавшаяся «генная пушка» или «золотая пушка». Эф- 
фективность этого метода меньше, чем при использовании Т1-плазмид, но зато 
можно менять область «обстрела», а также генетически модифицировать ге- 
ном пластид, что невозможно сделать при помощи Т1-плазмид. Как и в случае 
бактерий, для генетической трансформации применяется и электропорация. 

Еще один метод генетической трансформации растения — трансдукция, 
т.е. вставка трансгена в вирус. Большинство растительных вирусов несут од- 
ноцепочечную РНК и размножаются в цитоплазме, поэтому речь может идти 
лишь о введении РНК, с которой может транслироваться нужный белок, но 
с которой ничего не встраивается в геном. Такая инфекция сохраняется во 
всем растении, но не передается потомкам от его полового размножения. Это- 
му методу часто отдают предпочтение из маркетинговых соображений, по- 
скольку формально сам организм не является генномодифицированным: в его 
геном ничто не встраивается. В частности, так можно придавать растениям 
(например, виноградной лозе) устойчивость к грибковым и прочим болезням. 
При этом сам трансген может кодировать антисмысловую РНК к транскрипту 
патогена, появление которого приводит к упоминавшемуся в разделе 20.3.3 ви- 
рус-индуцированному сайленсингу через механизмы РНК-интерференции. 


21.6. Последствия генетической транфсормации растений 
и связанные с ними проблемы 


21.6.1. Безопасность генетически модифицированных организмов 


Будучи гетеротрофами, питающимися целыми живыми организмами, 
МЫ приспособлены к тому, чтобы питаться в том числе и чужими геномами, 


21.6. Последствия генетической транфсормации растений... 547 


со всеми без исключения содержащимися в них чужими генами, провируса- 
ми, транспозонами и пр. Сколько чужеродных генов мы съедаем за обедом? 
Полные геномы коровы (около 20 000 генов), пшеницы, картофеля, лука, пе- 
трушки, укропа, какао, чего-нибудь плодового (не менее чем по 30 000 генов 
каждый) — это составляет не менее 230 000 разных чужеродных генов, плюс 
неимоверное количество мусорной ДНК и неизвестное количество геномов 
бактерий. Наш груз мутаций определяется вовсе не этой поедаемой ДНК, а та- 
ким химическим параметром, как мутабильность ДНК как химического носи- 
теля наследственной информации, общей протяженностью нашей собствен- 
ной важной генетической информции — генов, структура которых для нас не- 
безразлична, и нашими собственными мобильными элементами и вирусами. 
От ДНК в пище этот груз никоим образом не зависит. 

Генетически модифицированные организмы могли бы быть опасными 
в двух случаях: 

1) При наличии опасности самого трансгена, например, вследствие ал- 
лергии именно на его продукт как на специфический антиген. Однако чтобы 
столкнуться с проблемами, недостаточно съесть «белок индейки» при «аллер- 
гии на индейку», как это обычно представляется в средствах массовой инфор- 
мации. Нужно, чтобы именно продукт трансгена оказался бы тем антигеном, 
к которому сенсибилизирован организм. Вероятность такого события вряд ли 
выше, чем вероятность случайно съесть такой антиген в продуктах из генети- 
чески немодифицированных организмов. 

2) При сохранении вектором — Т-ДНК от Автофацейит — трансформи- 
рущей способности при поедании, включая проникновение в клетки человека 
и встройку в геном, что означало бы мутагенный эффект. В принципе, пока- 
зана способность Т-ДНК встраиваться в геномы некоторых клеток человека 
в культуре, эмбрионов морских ежей, дрожжей, но только в их косуспензиях 
с полноценным агробактером. Однако ДНК от пищи поступает не в клетки, 
а в кишечник, там же переваривается вместе с плазмидами, т. е. гидролизует- 
ся до очень коротких фрагментов, по определению не имеющих каких-либо 
особых свойств. Как мы уже упоминали, любая пища есть живые организмы 
вместе со своими геномами, и мы адаптированы к тому, чтобы питаться в том 
числе и чужеродной ДНК, в том числе и Т-ДНК. Также для встройки Т-ДНК 
необходимы определенные белки агробактерии, которые в нашей пище от- 
сутствует, а если бы даже и присутствовали, то все равно переварились бы 
в желудке и кишечнике. Но даже если бы встройки Т-ДНК в геном человека 
и имели место — чем это отличалось бы от активности наших собственных 
мобильных генетических элементов, которые составляют более половины на- 
шего генома?! Немаловажно, что в отличие от мобильных элементов, Т-ДНК 
не несет генов, функция которых необходима для ее интеграции, поэтому спо- 
собна лишь к однократной встройке. 
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Наконец, последнее: механизм генной модификации растений взят 
из природы, от агробактерий, которые прекрасно существуют в природе и там 
занимаются «генной модификацией» растений-хозяев. В результате геномы 
двудольных растений сами по себе напичканы некогда встроившейся Т-ДНК 
агробактерий, находящейся на разных стадиях «разложения» в результате 
спонтанных мутаций. Таким образом, все без исключения двудольные расте- 
ния — как дикие, так и культурные — уже в природе являются многократно 
«генно-модифицированными» тем же самым способом, который используется 
для генной модификации человеком, и вклад в их геномы Т-ДНК, осущест- 
вленный человеком — это капля в море. Получается, что отказ от «генно-мо- 
дифицированных продуктов» означает отказ от любой растительной пищи. 

Реальная «опасность» генетически модифицированных организмов может 
состоять лишь в вытеснении традиционных сортов коммерчески успешными со- 
ртами (неважно, модифицированными или немодифицированными), имеющи- 
ми невысокую вкусовую и питательную ценность вследствие отбора по другим, 
коммерческим показателям. Заметим, что выращивание генетически модифи- 
цированных организмов, как правило, обходится дешевле (поскольку главное 
направление модификации состоит в придании им устойчивости к болезням 
и вредителям), и продукты из них имеют низкую себестоимость. Результатом 
их внедрения была так называемая зеленая революция, позволившая накормить 
большинство населения земного шара. 


21.6.2. Замолкание трансгенов 


Генетическая трансформация растений сопряжена с таким явлением, как 
нестабильность экспрессии трансгенов в геноме потомков исходных трансфор- 
мантов, у которых трансген экспрессировался. Уже в первом поколении потерять 
экспрессию трансгена может до половины всех потомков, его унаследовавших. 
Замолканию трансгенов способствуют множественные встройки в геном одного 
и того же трансгена, что позволяет объяснить потерю экспрессии РНК-интерфе- 
ренцией: некоторые трансгены при встройке попадают под действие хозяйских 
промоторов, транскрибирующих их в антисмысловом направлении, вследствие 
чего в клетках появляются двуцепочечная РНК, гомологичная мРНК трансгенов, 
что запускает транскрипционный либо (реже) посттранскрипционный сайлен- 
синг, как это описано в разделе 20.3.3. Однако известны случаи потери трансге- 
нами экспрессии и в потомстве растений с единичной встройкой трансгена, как 
при самоопылении, так и при гибридизации. Наличие в замолкшем трансгене 
векторных последовательностей может привести к транс-эффекту, когда при 
скрещиваниях с носителями стабильных трансгенов, основанных на том же век- 
торе, замолкает и их экспрессия. Экспрессия трансгенов в тканях может иметь 
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нестабильный и мозаичный характер (см. рис. 20.7 в разделе 20.3.3), что чаще 
встречается опять-таки в случае их множественной интеграции. 


21.7. Контекст-специфичные изменения 
генетической информации эукариот 


21.7.1. Вводные замечания 


Целью генетической трансформации, отраженной в самом ее названии, 
является конструирование биологических объектов путем активного и целе- 
сообразного воздействия на наследственную информацию. Эта задача давно 
и успешно решается для прокариот, позволяющих собирать хромосомы и плаз- 
миды из фрагментов ДНК наподобие конструктора посредством рестрикции 
и легирования, где за этой процедурой устойчиво закрепилось понятие ген- 
ная инженерия. Эукариоты имеют как минимум на порядок больше генов и на 
несколько порядков большие геномы, которые к тому же устроены «не столь 
разумно», как у эукариот, за счет превалирования мусорной ДНК, прежде 
всего транспозонов на разных стадиях мутационной деградации (см. раздел 
20.4). Кроме того, эукариотические гены управляются в основном при помощи 
сложных и во многом ген-специфичных систем цис- и трансфакторов, тогда 
как у прокариот распространены простые и «логичные» опероны, саморегу- 
лирующиеся посредством субстратов или продуктов кодируемых ими генов. 
Можно было бы сказать, что в силу этих причин генная инженерия эукариот 
делает лишь первые шаги, но такое мнение уже смело можно считать устарев- 
шим. 

Первыми шагами генной инженерии эукариот было внедрение отдельных 
трансгенов, отсутствующих у модифицируемого организма. Это была неспеци- 
фическая генная модификация. Исследователь контролировал то, что он вво- 
дит в геном, но не контролировал то, куда именно он это вводит — встройки 
осуществлялись в случайные места генома. Однако целенаправленные изме- 
нения генома предполагают в том числе и целенаправленные, специфические 
изменения уже существующей генетической информации. Эта задача распа- 
дается на две: 1) опознание неким агентом определенной последовательности 
ДНК (контекст-специфичность) и 2) воздействие на эту последовательность. 
Неудивительно, что для того чтобы контекст-специфично опознать произ- 
вольную последовательность ДНК, этот агент скорее всего сам должен являть- 
ся полинуклеиновой кислотой. Что касается воздействий на распознанную 
последовательность, то применительно к кодирующим генам оно может быть 
трех типов: 1) прекращение экспрессии целевых генов без изменения первич- 
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ной структуры ДНК, 2) изменение их первичной структуры, исключающее их 
экспрессию (превращение функциональных аллелей в нуль-аллели) и 3) изме- 
нение первичной структуры, направленное на целенаправленные изменения 
функций генов (превращение аллелей дикого типа в гипо-, гипер-, нео- илиан- 
тиморфные аллели). Первая процедура получила название нокдаун генов (зепе 
КиосК4ом"), вторая — нокаут генов (зепе КпосКои®), третья (иногда совместно 
со второй) — редактирование генов (зепе е@т®). Согласно принципу «ло- 
мать — не строить» неудивительно, что генным инженерам сначала удалось 
разработать эффективные методы генного нокаута и нокдауна, а эффектив- 
ный метод редактирования генов появился только сейчас. Поскольку данные 
процедуры относятся в большей степени к молекулярной биологии, а не к ге- 
нетике, рассмотрим их в самой общей и краткой форме. 


21.7.2. Обратная генетика: тиллинг, нокаут и нокдаун генов 


Нокаут и нокдаун генов являются исключительно важными средствами 
современной генетики, поскольку позволяют исследовать функцию отдельных 
генов, наблюдая за изменением фенотипа при исключении их генных продук- 
тов, взаимодействие генов, исключая продукты разных сочетаний генов, а так- 
же создавать экспериментальные модели с различным генным фоном, что, 
в частности, обсуждалось в главах 1, 7 и 8. 

В традиционной генетике исследования начинались с фенотипического 
проявления мутаций и двигались в направлении расшифровки молекулярной 
подоплеки наблюдаемого эффекта: какой ген и каким именно образом мутиро- 
вал. Собственно, именно таким путем исследователи впервые и узнавали о су- 
ществовании соответствующих генов. В нашу геномную эру появилась возмож- 
ность выявления большинства — в идеале всех — генов конкретного организма 
путем тотального секвенирования генома и его биоинформатического анализа 
ш со (посредством комьютера). Основой выявления генов является поиск от- 
крытых рамок считывания — достаточно протяженных участков ДНК, на кото- 
рых в одной из трех фаз отсутствуют стоп-кодоны (как мы помним из раздела 
4.1.2, в случайной последовательности ДНК с равными частотами нуклеотидов 
среднее расстояние между стоп-кодонами равно 23,3 кодона). Основную про- 
блему составляет аннотация десятков тысяч выявляемых генов, т.е. приблизи- 
тельная их классификация по функции, для большинства из которых для этого 
нет никакой информации. Такую информацию можно, однако, получить экспе- 
риментально, например, посредством нокдауна или нокаута гена, выявленного 
т $Шсо. Поскольку данный подход, от гена к признаку, диаметрально противо- 
положен исторически сложившемуся подходу, от признака к гену, он получил 
несколько помпезное название обратной генетики (теуегзе вепеНс$). 
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Однако к обратной генетике относят не только коллекции нокаутных 
линий или эксперименты по нокдауну, но и обширные коллекции линий, не- 
сущих мутации, индуцированные традиционным химическим мутагеном 
этилметансульфонатом (ЭМС), молекулярная природа которых (локализация 
и характер повреждения) точно установлена. Современные высокопроизводи- 
тельные автоматические методы позволяют делать это для огромного количе- 
ства мутаций. Метод выявления и характеристики индуцированных мутаций 
основан на массовой амплификации аллелей множества генов посредством 
полимеразной цепной реакции, отжига продуктов, внесения однонитевых раз- 
рывов в области гетеродуплексов при помощи нуклеаз одноцепочечной ДНК 
и капиллярного электрофоретического выявления разрезанных транскриптов 
с их последующим секвенированием. Этот подход развивается с 2000 г. и по- 
лучил название ТПЛЛМС (Тагоение Га4исе4 Госа] [е51005 1 Сепотлез — слово 
{агоеНпе в данном случае вводит в заблуждение, поскольку мутации как та- 
ковые индуцируются здесь не целенаправленно, а самым что ни на есть слу- 
чайным образом). Здесь вместо изощренного специфического воздействия, 
вызывающего мутации в целевых генах, применяется массированный подход 
индукции огромного количества простых мутаций, которые удается точно 
охарактеризовать изощренными методами детекции. Среди них обнаружива- 
ются мутации в самых разных генах, которые могут понадобиться для теку- 
щих или будущих исследований. В последнее время с развитием технологий 
высокопроизводительного секвенирования «классический» ТИТ МСО уступает 
место ТИЛЛМО-Бу-зедиепсте, когда мутации выявляются прямым ресеквени- 
рованием всех амплифицированных генов сразу. 

В настоящее время в целях обратной генетики для самых разных модель- 
ных генетических организмов созданы обширные коллекции «нокаутных» 
и тиллинговых линий, в которых выключена экспрессия определенных генов. 

Заметим, что главный вопрос понимания того, как устроен организм — 
как и почему именно продукт гена той или иной первичной структуры оказы- 
вает то или иное влияние на фенотип — остается в равной степени открытым 
и в рамках «прямой», и в рамках «обратной» генетики и в каждом случае требу- 
ет целенаправленных молекулярных исследований. Более того, многие тысячи 
линий в проектах по нокауту и тиллингу заранее фенотипируются в отноше- 
нии множества признаков. Таким образом, предметом будущих исследований 
сих использованием будет не как таковое фенотипическое проявление тех или 
иных мутаций в тех или иных генах, а выяснение молекулярных механизмов 
формирования фенотипов — что, собственно, и является истинным предме- 
том всей генетики. 

Основной метод нокаута основан на гомологической рекомбинации меж- 
ду целевым геном и генетической конструкцией, созданой в качестве плазми- 
ды или бактериальной искусственной хромосомы (ВАС, более длинная кон- 
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струкция), наработанной в бактериальных культурах и внедренной в эукарио- 
тическую клетку — например, в эмбриональную или стволовую клетку — как 
правило, с помощью трансфекции. Подобно возникновению спонтанных хро- 
мосомных перестроек, гомологическая рекомбинация в данном случае про- 
исходит за счет системы гомологической репарации двунитевых разрывов. 
Созданная в целях генного нокаута генетическая конструкция имеет участок, 
гомологичный кодирующей части гена, но включающий стоп-кодон или сдвиг 
рамки считывания. В результате рекомбинации по механизму репарации дву- 
нитевых разрывов участок целевого гена оказывается замещен нефункци- 
ональным участком генетической конструкции. Как правило, генетическая 
конструкция имеет репортерный ген, встройка которого в геном означает 
успешность нокаута. Иногда генетическая конструкция встраивается в геном 
неспецифически, как обычный трансген. Для элиминации таких трансформан- 
тов в конструкцию вводится дополнительный репортерный ген — совместная 
экспрессия репортерных генов означает, что генетичская конструкция не пре- 
терпела рекомбинацию и позволяет отбраковать такие особи. Диплоидный ха- 
рактер большинства эукариот требует дополнительных поколений потомства 
для перевода нокаутированного гена в гомозиготу, что также удобно делать, 
ориентируясь на экспрессию репортерных генов. 

Иногда применяется условный нокаут — когда по обе стороны от целе- 
вого гена встраиваются короткие так называемые [охР последовательности. 
Скрещивание такой особи с другой генетически модифицированной особью, 
несущей в качестве трансгена вирусную Сге-рекомбиназу, приводит к гомоло- 
гичной рекомбинации между двумя копиями [0хР и, в случае их параллельно- 
го расположения, эксцизии обрамленного ими целевого гена из генома. Од- 
ного лишь скрещивания недостаточно, так как необходимо еще активировать 
транскрипцию трансгена Сге-рекомбиназы и транспорт продукта в ядро по- 
средством химического воздействия извне. Экспрессия Сге-рекомбиназы ак- 
тивируется тетрациклином; для ее транспорта в ядро необходимо еще одно 
вещество — тамоксифен. Необходимость введения определенных химических 
реагентов дает возможность осуществлять условный нокаут в нужное время 
и даже в нужных тканях. В 2006 г. начат и действует по настоящее время амби- 
циозный проект КОМР (КпоскКОи( Мочзе Рго}ес®, нацеленный путем исполь- 
зования прямого и условного нокаута создать линии мышей, у которых была 
бы выключена экспрессия любого из 20 000 кодирующих генов генома. 

Применяется также подход ТАГЕМ (Наизсирной асНуают-ЙКе ересют 
пис[еазе), направленный на необратимые изменения регуляторных областей 
генов. В данном случае распознание специфического контекста ДНК осущест- 
вляется не нуклеиновым, а белковым агентом. Методами генной инженерии 
создается гибирдный ген ТАГЕМ, продукт которого имеет ДНК-связываю- 
щий домен, полученный от того или иного генного регулятора (транс-факто- 
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ра) и специфичный к определенным соответствующим последовательностям 
ДНК (цис-факторам), регулирующим генную экспрессию, и неспецифический 
ДНК-эндонуклеазный домен на основе бактериальной эндонуклеазы. Будучи 
доставленным в клетку в качестве плазмиды или мРНК, ТАГЕМ-конструкция 
экспрессируется и вносит двунитевые разрывы в регуляторную область генов 
в соответствии со спецификой своего ДНК-связывающего домена. При репа- 
рации этих разрывов регуляторная цис-последовательность может быть деле- 
тирована или иным образом перестроена. 

Генный нокдаун принципиально (и ожидаемо) проще нокаута и основан 
на введении в клетку ДНК или РНК олигонуклеотидов, гомологичных нока- 
утируемым генам. Антисенс-ДНК олигонуклеотиды могут связываться как 
с пре-мРНК или пре-па ВМК, блокируя их процессинг (сплайсинг, фрагмен- 
тацию и пр.) или трансляцию, так и с самим геном, блокируя транскрипцию. 
Двуцепочечные РНК-олигонуклеотиды, гомологичные целевому гену, инду- 
цируют транскрипционный или посттранскрипционный генный сайленсинг 
за счет РНК-интерференции. Предполагается, что нуклеиновые агенты не 
встраиваются в геном и не наследуются (например, будучи доставленными 
посредством трансфекции, т. е. в вирусном векторе), тем самым обеспечивая 
лишь временный нокдаун (сайленсинг) целевых генов. У растений широко ис- 
пользуется сайленсинг (нокдаун) с использованием векторов на основе виру- 
сов, геном которых представлен двуцепочечной РНК, в принципе не способ- 
ных к встраиванию в геном. 

Введение в геном трансгена, транскрипт которого является антисмысло- 
вым к транскрипту целевого гена, приводит к перманентному нокауту за счет 
РНК-интерференции, что аналогично нокдауну. Таким путем была, например, 
полностью решена проблема некоторых вирусов в животноводстве. 


21.7.3. Генные драйверы 


Для редактирования генов первоначально применялся так называемый 
генный нокин (сепе Кпоск) — метод, аналогичный нокауту, но отличный 
от него тем, что внедряемая в геном посредством гомологической рекомбина- 
ции последовательность, гомологичная целевому гену, являлась функциональ- 
ной, с желательными свойствами. 

В 2010-е годы в молекулярной биологии произошла революция, сравни- 
мая по значимости с изобретением полимеразной цепной реакции и давшая 
в руки человека практический способ не только получать отдельные организ- 
мы с нужными свойствами, но и «исправлять» и «улучшать» множество и в 
перспективе всех прочих организмов данного вида, причем достаточно бы- 
стро, просто и дешево (один успешный эксперимент сейчас стоит примерно 
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30 долларов). В некотором смысле она приблизила к реализации мечты ев- 
геники — науки о совершенстовании человеческой природы генетическими 
методами. И хотя потенциальная практическая польза от применения этого 
метода колоссальна — допустим, в довольно сжатые сроки можно сделать всех 
малярийных комаров на планете неспособными быть окончательными хозя- 
евами малярийного плазмодия и тем искоренить малярию, или элиминиро- 
вать какие-то виды — человечество не спешит с практической реализацией 
таких проектов и хочет более четко представлять их возможные последствия. 
Ведь речь по сути идет уже о «генетической модификации» экосистем. В то же 
время остается дискуссионным вопрос о том, следует ли считать организмы, 
«улучшенные» путем редактирования их целевых генов, генно-модицифиро- 
ванными или нет (поскольку генетические изменения за счет редактирования 
генов могут распространяться посредством естественных скрещиваний, а не 
минуя их, или если при редактировании не используются последовательности, 
взятые от других видов). 

Речь идет о генных драйверах — искусственно разработанных генетиче- 
ских конструкциях, способных к смещенному в свою пользу наследованию 
(по сравнению с менделевским наследованием) и, как следствие, к распростра- 
нению в пределах всей популяции или вида. Наиболее перспективен ставший 
уже знаменитым подход СВГ5РВ-Са$9, основанный на одноименной эндону- 
клеазе, которая, будучи связанной с «направляющей» эРНК (24е ВМА), спо- 
собна находить в геноме гомологичную ей последовательность ДНК и вносить 
в нее двунитевые разрывы. 

СВ$РЕ (Сшяете4 тевшайу ищегзрасе4 зротЕ райпатотис тереа!5) — это име- 
ющиеся у бактерий короткие (длиной 28—48 нуклеотидов) регулярно распо- 
ложенные палиндромные повторы, разделенные уникальными спейсерными 
последовательностями. Спейсеры оказались гомологичны ДНК различных 
бактериофагов, т.е. мы снова видим в самом прямом смысле антивирусную 
библиотеку. В принципе, любая экзогенная ДНК может фрагментировать- 
ся на короткие отрезки и интегрироваться в СВ$РВ-кластер. Саз (СК1$РЕ 
а5зосиеа) зепе; — это гены, ассоциированные с СК/$РЁЕ-повторами. СЁ1$5РК-по- 
вторы и Саз-гены присутствуют в геномах эу- и археобактерий. Их продукты 
представляют собой «иммунную систему» прокариотической клетки, разру- 
шающую последовательности бактериофагов, гомологичные спейсерам между 
СЕ5РК-повторами. Для распознаваниятаких последовательностей используют 
короткие РНК, образующиеся за счет транскрипции СК/ЗРК и спейсеров меж- 
ду ними. В работе системы участвует еще одна специальная структурная РНК. 
Данная система демонстрирует большое сходство с РНК-интерференцией эу- 
кариот, прежде всего с системой защиты от мобильных элементов, основанной 
на рРНК, которая также включает в себя и «внутриклеточную иммунную си- 
стему», и «антивирусные библиотеки» (см. раздел 20.3.3). 
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Принципы устройства и функционирования генного драйвера на осно- 
ве СВ5РВ-Са59 достаточно экстравагантны (рис. 21.3). Драйвер представля- 
ет собой линейную конструкцию (отрезок ДНК), вставленную в целевой ген 
и составленную из нескольких генов (порядок которых не важен): гена самого 
белка СЕ$РЕ-Са$9, полной функциональной копии целевого гена с желатель- 
ными свойствами, на которую требуется заменить аллель дикого типа, со все- 
ми с15-факторами, необходимыми для его экспрессии, и генов (как правило 
нескольких), кодирующих направляющие эРНК. Эти РНК представляют собой 
бинарные конструкции, объединяющие две РНК: задействованные в бактери- 
альной системе СВТ$РВ/Са59, а именно структурную РНК и РНК, гомологичную 
участку целевого гена. Экспрессия эндонуклеазы СЕГЗРВ-Са59 и РНК приводит 
к тому, что эндонуклеаза вносит двунитевые разрывы в целевой ген дикого типа, 
имеющего гомологию к #РНК (при этом его функциональность утрачивается). 
(Важно, чтобы новый аллель целевого гена в составе драйвера не имел сейтов, 
целевых для эРНК, т. е. чтобы драйвер не расщеплял сам себя.) Двунитевые раз- 
рывы автоматически подвергаются репарации. Сам генный драйвер оказыва- 
ется единственной целой ДНК в ядре, гомологичной ДНК в области разрывов. 
Поэтому если репарация двойных разрывов осуществляется по гомологическо- 
му пути, брешь, образовавшаяся после спаривания разорванных цепей с целой 
ДНК драйвера, имеющей вставку, залечивается по ее матрице. При этом внутрь 
разорванного целевого гена автоматически вставляется копия драйвера, содер- 
жащая в том числе и замещающий аллель целевого гена. Таким образом, гетеро- 
зигота драйвер-в-целевом-гене / целевой-ген превращается в гомозиготу драй- 
вер-в-целевом-гене / драйвер-в-целевом-гене. При этом целевой ген не редакти- 
руется, а его новый, желательный аллель вставляется внутрь аллеля дикого типа. 
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Рис. 21.3. Схема структуры и результат действия генного драйвера на основе эндонукле- 
азы СЕГ5РВ-Саз9 [СБатрег }., Васбтап А., АКБаи! О.5. СВееНпо еуошНоп: епоепеегте 
зепе 4муез {0 ташриаже Ше Ее оЁ мША роршаНопз // Мабие Веулемз. Сепейс$з. 2016. 
401:10.1038/пге.2015.34, с изм.] 
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Технически самым проблематичным моментом в работе такого драйве- 
ра является репарация двунитевых разрывов, которая самим драйвером не 
контролируется. Драйвер успешно работает только в том случае, если она 
осуществляется по гомологическому пути. Репарация двунитевых разрывов 
по пути негомологического сшивания концов или сшивания концов по ми- 
крогомологии может привести к нежелательному, строго противоположному 
эффекту. Если не произошло сдвига рамки считывания и не затронут важ- 
ный сайт, функциональность целевого гена может восстановиться. При этом 
он утрачивает области гомологии к #РНК и тем самым превращается в ал- 
лель, резистентный к действию драйвера. Чтобы исключить появление рези- 
стентных аллелей, драйвер «для верности» снабжается несколькими разными 
РНК, тем самым в целевой ген вносятся множественные разрывы, исключа- 
ющие восстановление его функциональности путем негомологичного сши- 
вания концов. Повышение вероятности гомологической репарации путем 
подавления или исключения негомологического сшивания концов является 
непростой задачей. Она может быть достигнута, если экспрессию драйвера 
ограничить мейозом, когда репарация двунитевых разрывов по гомологии 
является предпочтительной. Возможен также дополнительный специальный 
сайленсинг генов, кодирующих белки, осуществляющие негомологическое 
сшивание концов. Тем не менее, совсем исключить вероятность появления 
аллелей, резистентных к драйверу, пока не удается. В то же время репарация 
по пути негомологического сшивания концов или микрогомологии откры- 
вает возможности для использования СЕ1$РВ-Са$9 системы для генного но- 
каута (для этого драйвер просто не должен включать копию целевого гена). 

СКЕ15РК-повторы были найдены в геноме кишечной палочки в 1987 г., 
в 1995 г. их нашли у многих других бактерий, в 2007 г. было выяснено, что они 
являются элементом бактериальной защиты от фагов. В 2007 г. система СЕ1$РК- 
Са$9 была применена для редактирования генов, в 2013 г. к культурам клеток 
мыши и человека. Метод генного редактирования на основе СВ1$РК-Са$9 был 
запатентован в 2014 г., после года ожесточенных баталий. В апреле 2015 г. тех- 
нология была применена китайскими исследователями к человеческим эмбри- 
онам, полученным из яйцеклеток, оплодотворенных двумя сперматозоидами 
(побочный продукт технологии экстракорпорального оплодотворения) и по- 
тому неспособных к развитию после дробления. Это вызвало бурные этиче- 
ские дискуссии. Исследователи предприняли попытку «вылечить» мутацию, 
приводящую к бета-талассемии, но уже на стадии 8 клеток обнаружили нео- 
жиданные побочные мутации, каковые не наблюдались в опытах на животных. 
Скорее всего, это были какие-то преодолимые недочеты самой процедуры, но 
они сильно охладили первоначальный энтузиазм исследователей. 

Может показаться, что рассматриваемая тема далеко уводит нас от гене- 
тики в область молекулярной билогии. Однако данная технология приводит 


21.7. Контекст-специфичные изменения генетической информации эукариот 557 


к сугубо генетическим эффектам. Генный драйвер трансформирует аллель ди- 
кого типа «по своему образу и подобию». Оказавшись в гетерозиготе, он пре- 
вращает ее в гомозиготу в отношении себя `. Мы могли бы назвать обязатель- 
ное превращение гетерозиготы в гомозиготу «облигатной конверсией». В наи- 
более эффективном случае генный драйвер будут нести не половина потомков 
гетерозиготы, а все ее потомки. При скрещивании с носителями иных аллелей 
они снова будут оказываться в гетерозиготе и снова превращать их в гомо- 
зиготы. Посредством такой популяционной цепной реакции данный аллель 
будет распространяться в популяции в геометрической прогрессии, вытесняя 
все другие аллели. Это открывает возможность генетических манипуляций 
с целыми природыми популяциями, видами и даже экосистемами. 

Именно таким образом планируется «заразить» природные популяции 
малярийных комаров аллелем, делающим их непригодным в качестве хозяина 
малярийного плазмодия. В настоящее время подготовка к такому мероприя- 
тию уже ведется. Кроме того, разрабатываются системы наделения комаров 
неспособностью переносить вирусы лихорадки Дэнге и Зика. Теоретически 
таким образом можно внедрить в уже существующие сорта и породы сельско- 


`В некотором смысле эта система воспроизводит не до конца изученное 
и редкое явление парамутаций, известное у разных организмов, в основном 
у растений, и состоящее в том, что некоторые аллели некоторых генов, ока- 
завшись в гетерозиготе с некоторыми другими аллелями, превращаются в эти 
аллели. Однако в отличие от генного редактирования это явление не генети- 
ческое, а эпигенетическое; в частности, оно может быть связано с изменением 
паттерна метилирования ДНК одного аллеля — парамутанта — по матри- 
це паттерна метилирования ДНК другого аллеля — иарамутатора. Во всех 
случаях лишь конкретные аллели из многих оказываются парамутаторами 
или способными к парамутациям. Фенотипическое проявление парамутации 
связано с наследуемым изменением уровня экспрессии парамутанта. В одних 
случаях возникающие парамутанты через несколько поколений ревертируют 
к исходному типу, в других стабильны, а иногда в свою очередь оказывают- 
ся парамутаторами, т.е. способны вызывать парамутации. Чувствительные 
аллели, как правило, не отличаются от аллелей-парамутаторов по своей ко- 
дирующей части, тогда как вблизи их промоторной части нередко обнаружи- 
ваются транспозоны. По всей видимости, феномен парамутаций возникает 
вследствие РНК-интерференции в версии транскрипционного сайленсинга 
и родственен феномену косупрессии генной экспрессии. Парамутации были 
открыты в 1950-е гг. у кукурузы, где некоторые «слабые» аллели гена гей1, от- 
ветственного за красную окраску зерен (этот ген кодирует транскрипционный 
фактор), вызывали парамутации, с фенотипическим проявлением в виде осла- 
бления окраски зерен, различных «сильных» аллелей этого гена, обеспечивав- 
ших интенсивную окраску. 


558 Глава 21. Генетическая трансформация 


хозяйственных животных и растений устойчивость к какому-либо важному 
патогену или «помочь» виду, находящемуся под угрозой уничтожения. Можно 
вернуть чувствительность популяции вредителя, выработавшей устойчивость 
к инсектициду или пестициду. 

Если генный драйвер будет активен только в зародышевом пути и будет 
встраиваться в целевой ген дикого типа, просто нарушая его функцию и не 
привнося новой функциональной копии (что технически проще), то он пре- 
вратит его в рецессивную леталь, в популяции быстро распространится ге- 
терозиготность по этой летали, а выщепление гомозигот подорвет ее числен- 
ность. Можно попытаться и вообще искоренить какой-либо вид, например, 
вредителя. Для этого можно, например, сначала целенаправленно «заразить» 
всю популяцию чувствительностью к какому-либо специфическому патогену 
или весьма специфическому токсину, а затем запустить и сам патоген или об- 
работать территорию этим токсином. Продумываются даже системы последу- 
ющей элиминации генных драйверов из популяции посредством замещения 
их новыми, «восстанавливающими» генными драйверами, «нацеленными» на 
предыдущий драйвер. 

Для подавления вредителей перспективны эксперименты по смещению со- 
отношения полов в популяциях в сторону самцов посредством более простых 
генных драйверов, направленных на уничтожение целевых последовательно- 
стей. Для видов с системой определения пола ХУ можно разработать драйвер, 
экспрессирующийся в мейозе и направленный на уничтожение Х-хромосомы 
путем внесения в нее разрывов, и поместить его в У-хромосому. В этом случае 
жизнеспособность несущих его самцов будет не нарушена, но среди произво- 
димых ими гамет полноценными, несущими функциональный геном, будут 
только или в основном гаметы, несущие У-хромосому. Такая У-хромосома, вы- 
зывающая преобладание самцов, быстро распространится в популяции и од- 
новременно подорвет ее численность за счет дефицита самок. У малярийных 
комаров такой драйвер Х-5ге4ег был создан искусственно, путем экспрессии 
в сперматогенезе эндонуклеазы [-РроП, разрезающей последовательности кла- 
стера рибосомальной РНК в Х-хромосоме, вследствие чего в потомстве таких 
самцов около 90 % составляли самцы. Однако данная система работает толь- 
ко у двукрылых, у которых рибосомальный кластер находится в Х-хромосо- 
ме, к тому же он не обладает видоспецифичностью. Разработка У-драйверов 
на основе СВГЗРК-Са59 более перспективна. Потеря Х-хромосомой последова- 
тельности-мишени автоматически приведет к появлению устойчивости к та- 
кому драйверу, которая быстро распространится в популяции и восстановит 
ее численность, поэтому целесообразно создавать множественный драйвер ко 
многим последовательностям-мишеням. 

Еще одним интересным генным драйвером, реализованным у дрозофи- 
лы, является Медеа (Ма(егпа| еНесЕ допллап{ етабгуогис аггез(. Это бинарный 
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трансген, состоящий из двух тесно сцепленных генов, кодирующих токсин 
с материнским эффектом и зиготический антидот. Один из них экспрессирует- 
ся в оогенезе и кодирует п1РНА, блокирующую по механизму РНК-интерфе- 
ренции экспрессию некоего важного целевого эмбрионального гена в раннем 
эмбриональном развитии. Экспрессируясь в оогенезе, ген пУРНК обеспечива- 
ет сайленсинг целевого гена у всего потомства, вне зависимости от того, на- 
следует оно трансген или нет. Второй ген трансгена является копией целевого 
гена, не имеющей гомологии к данной пУРНК и поэтому не подверженной сай- 
ленсингу с ее стороны. Экспрессия этого второго гена в эмбриогенезе заменяет 
собой экспрессию целевого гена дикого типа и тем самым спасает эмбрионы, 
унаследовавшие трансген. Таким образом, у гетерозиготных по трансгену са- 
мок выживает только половина потомства, унаследовавшего трансген, и они 
передают его всему своему жизнеспособному потомству. Если гетерозиготная 
самка будет оплодотворена гетерозиготным самцом, то выживет % потомства, 
так как трансген, унаследованный от самца, также спасет эмбрион. Подобный 
бинарный трансген быстро распространяется в популяции, так как наследует- 
ся 100 % потомства даже гетерозиготных самок. Вместе с ним можно распро- 
странить любой желательный ген, если вставить его между двумя элементами 
этого бинарного вектора. 

Распространение технологии Медеа за пределы дрозофилы сталкивается 
со сложностями обнаружения подходящей пары целевой эмбриональный ген — 
блокирующая его экспрессию пиРНК. Здесь на помощь также может прийти 
РНК-зависимая нуклеаза типа СЕТ$РК-Са$9, если ее нацелить на мРНК, запаса- 
ющуюся в оогенезе за счет материнской экспрессии, но работающую в эмбрио- 
генезе. Однако в этом случае встает проблема, как «спасти» эмбрион, несущий 
трансген, поскольку антидотом должен служить ген с зиготической экспресси- 
ей, которая была бы способна заменить материнскую экспрессию целевого гена. 

Данный подход допускает разные вариации, существует например, си- 
стема Мегеа, где зиготический антидот рецессивен, так что выживают толь- 
ко гомозиготы, получившие трансген от обоих родителей; инвертированная 
Медеа, с зиготическим токсином и матерински наследуемым антидотом, систе- 
ма Медиа с различными комбинациями токсинов и антидотов, внедренных 
в половые хромосомы. 

Способность белка Са59, «вооруженного» $РНК, находить гомологичные 
ей последовательности в геноме может быть использована путем создания ги- 
бридных белков, у которых нуклеазная активность дополнена или заменена 
какой-то другой (например, возможностью химической модификации ДНК). 
Это открывает возможность создания широкого спекрта методов воздействия 
на целевые последовательности, как со встройкой в них самого драйвера, так 
и без нее. Неудивительно, что разработка генных драйверов происходит лави- 
нообразно как раз сейчас, когда вы читаете эти строки. 
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ГААВА 22 


ГЕНЕТИКА КОЛИЧЕСТВЕННЫХ ПРИЗНАКОВ 


22.1. Вводные замечания 


Формально количественные признаки — это признаки, измеряемые ве- 
щественным числом. Аппарат генетики количественных признаков применя- 
ется прежде всего в тех случаях, когда мы не можем на основании этого значе- 
ния выделить отчетливые фенотипические классы, так как влияние среды или 
стохастических процессов заведомо размывает границы между ними. Все, что 
у нас есть в этом случае — это их распределения и параметры (моменты) этих 
распределений. 

При анализе качественных признаков мы пользовались такими областя- 
ми математики, как комбинаторика, теория вероятностей и методы математи- 
ческой статистики, работающие с дискретными объектами. При анализе коли- 
чественных признаков мы пользуемся более широким спектром методов мате- 
матической статистики, а также геометрии (для таких процедур как поворот, 
центрирование и нормирование шкал). Ученые, занимающиеся наследова- 
нием количественных признаков, успокоят вас заявлением, что наследование 
количественных и качественных признаков и его анализ ничем не отличаются 
друг от друга. Однако они имеют в виду то, что наследование качественных 
признаков легко сводится к наследованию количественных, а не наоборот, по- 
этому вряд ли это обстоятельство сильно облегчит жизнь в плане необходимо- 
сти математических знаний. 

Если при анализе качественных признаков мы могли предсказать феноти- 
пические классы и частоты их носителей, то генетика количественных призна- 
ков Дает нам возможность предсказывать средние и вариансы (т. е. дисперсии, 
но в контексте количественных признаков привычнее употреблять термин 
«варианса»), определять участки хромосом, на которых расположены гены, 
влияющие на количественные признаки и степень этого их влияния, а на дан- 
ном этапе развития науки — даже выявлять то, какие нуклеотидные замены 
в каких позициях генома влияют на тот или иной признак. На практике вы бу- 
дете это делать с помощью пакетов программ, куда вносятся исходные данные, 
аэти программы будут неким волшебным образом выдавать предсказания от- 


22.2. Линейная регрессия 561 


носительно значений признаков или указывать на районы или точки генома, 
в которых сосредоточены влияющие гены. Но чтобы не быть придатками к ма- 
шине, вы должны представлять хотя бы основной понятийный аппарат ко- 
личественной генетики, введением в который и ограничивается данная глава. 

Гены, влияющие на количественные признаки, раньше назывались поли- 
генами. При этом имелось в виду всего лишь то, что их много. Сейчас их на- 
зывают ОТГ, (всего лишь диап айуе {тай 10с1) и даже «по-русски» теперь при- 
нято говорить «кутээль». Не следует думать, что речь идет о чем-то отличном 
от того, что раньше называлось полигеном. Современный термин более прям 
и точен и не зависит от количества таких генов. К сожалению, в английском 
языке он бытует только в виде аббревиатуры, которой в русском языке пока 
нет аналога. С другой стороны, несколько забытый термин «полигены» стал 
стихийно появляться в новом значении, как синоним «гены мультигенных се- 
мейств», что в очередной раз вносит путаницу в генетическую терминологию, 
особенно при общении ученых из разных областей генетики. 

Задача ознакомления с генетикой количественных признаков в рамках 
одной главы практически невыполнима. Во-первых, это огромная область, 
во-вторых, она требует довольно внушительных математических знаний, от- 
сутствующих, в частности, и у автора этих строк. Поэтому он будет выступать 
здесь как бы в роли слепого, который дает другим слепым пощупать то хвост, 
то хобот от слона в попытках рассказать, что такое есть слон, исходя из своих 
фрагментарных знаний. Мы лишь попытаемся познакомиться с некоторыми 
основными аспектами и понятиями генетики количественных признаков. По- 
этому все, с чем мы ознакомимся ниже, будет связано с очень сильными упро- 
щениями по сути и вульгаризацией в отношении математической формы. 

Упоминание в одной главе многих аспектов генетики количественных 
признаков сталкивается с проблемой конфликта традиционных обозначений: 
так, например, буква г традиционно используется для обозначения коэффици- 
ента регрессии, коэффициента корреляции и коэффициента родства. В преде- 
лах этой главы мы будем избегать одинаковых обозначений разных величин, 
поэтому вынуждены обозначать некоторые из них «непривычными» буквами. 


22.2. Линейная регрессия 


Разберем самый элементарный случай предсказания значений количе- 
ственного признака на основе наследования, восходящий еще к Х[Х в., — ста- 
тистическое предсказание роста взрослых детей, исходя из роста родителей. 
С одной стороны, это чистейшая и притом элементарная статистика, причем 
самая отправная ее точка, поскольку сэр Фрэнсис Гальтон положил начало 
статистической науке, исследуя эту самую задачу. С другой стороны, это уже 


562 Глава 22. Генетика количественных признаков 


генетика, так как речь идет и о наследственности и изменчивости, и о предска- 
зании признаков потомков на основе признаков родителей. 

Нет ничего проще — померить рост у множества разных родителей и их 
детей, построить точечный график и на его основе попытаться найти линию — 
проще всего прямую — наилучшим образом отражающую зависимость вторых 
от первых. Это дало бы нам возможность в определенном смысле, в среднем, 
предсказывать рост детей по росту родителей, т. е. решать задачу, касающуюся 
наследования количественных признаков. Такую аппроксимирующую прямую 
можно было бы найти, минимизировав сумму отклонений значений потомков 
от значения родителей, т. е. расстояний от точек до аппроксимирующей прямой 
по оси ординат. Однако принято минимизировать не сумму расстояний по мо- 
дулю (каждый потомок может быть выше и ниже своего родителя, и наоборот), 
асумму квадратов таких расстояний (в этом состоит метод наименьших квадра- 
тов). При этом знак отклонения автоматически не будет учитываться. (Выбор 
суммы квадратов отклонений имеет также теоретическое значение. Он основан 
на теореме Пифагора, гласящей, что квадрат гипотенузы равен сумме квадра- 
тов катетов. Под катетом здесь мыслится отклонение от аппроксимирующей 
линии каждой конкретной точки; каждое такое отклонение представляет собой 
ось координат в п-мерном пространстве, где и — количество эксперименталь- 
ных точек. Под гипотенузой мыслится общее отклонение всего массива данных 
от аппроксимирующей линии. Минимизируя сумму квадратов катетов, мы ми- 
нимизируем и гипотенузу, т. е. общее отклонение.) 

Наилучшей аппроксимирующей прямой была бы большая полуось эл- 
липса разброса реальных точек (рис. 22.1). Она представляет собой первую 
главную компоненту — линейную комбинацию признаков (в нашем случае их 
два: рост родителя и рост потомка), имеющую наибольший вклад в общую из- 
менчивость. (Второй главной компоненте соответствовала бы малая полуось 
эллипса разброса; для двух признаков главных компонент всего две.) Коэффи- 
циент наклона этой прямой К определяется формулой 


Е =о/с, 
ух и х 


где с, и с, суть вариансы координат точек по осям у и х соответственно. 

Однако когда говорят о методе наименьших квадратов, подразумевают 
минимизацию отклонений только по одной из координнат. В результате по- 
лучают прямую, называемую линией регрессии. Технически это гораздо проще, 
так как минимизация расстояния до прямой вдоль линий ортогональных про- 
екций точек на прямую представляет собой гораздо более сложную вычисли- 
тельную задачу (что, впрочем, не составляет большой проблемы в наше вре- 
мя). Заметим, что если перед нами стоит задача предсказания одной величины 
на основе значений другой, то для этого наилучшим образом подходит именно 
линия регрессии. 
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Исследуя рост детей и родителей, уйдем от некоторых проблем, связанных 
с наличием двух родителей и двух полов, и представим, что наши данные пред- 
ставляют собой пары рост отца — рост сына. На основе экспериментальных 
данных зависимости двух величин можно получить регрессию зависимости 
одной величины от другой, и наоборот, как показано на рис. 22.1. Обе линии 
пройдут через точку, соответствующую среднему обеих величин. Биссектриса 
этих двух линий и будет линией наилучшей аппроксимации эллипса разброса 
точек (первой главной компонентой). 


лу 


Рис. 22.1. Схема метода линейной регрессии, слева — в общем случае зависимости пе- 
ременных уи х, справа — для случая роста сыновей 5 в зависимости от роста отцов } 
(матожидания и дисперсии которых равны). Эмпирические данные отображены точ- 
ками. Линии обозначены по их коэффициенту наклона, К» и К, — главная компонен- 
та, линия наилучшей аппроксимации соответсвенно у пох или 5 по } „ит, — линия 
регрессии у по х или $ по} '„„ ит, — линия регрессии х по у или _Гпо $ (показаны в соот- 
ветствующей ориентации). (Изображения схематические, «эмпирические точки» про- 
извольные, значения коэффициентов по изображенным точкам не расчитывались) 


Линия регрессии всегда отклоняется от большой полуоси эллипса разбро- 
са точек в сторону среднего значения по оси ординат (в нашем случае — по 
оси потомков). Само слово «регрессия» пошло от того же сэра Гальтона, кото- 
рый говорил о геотезои 0 тефостйу — отклонению в сторону среднего. Линия 
регрессии одной переменной в зависимости от другой отклоняется от линии 
наилучшей аппроксимации — большой полуоси эллипса разброса — в сто- 
рону среднего значения первой. Если аппроксимировать методом линейной 
регрессии обратную зависимость, то такая линия регрессии отклоняется от 
линии наилучшей аппроксимации в другую сторону — в сторону среднего зна- 
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чения второй переменной. Если между обеими переменными вообще нет ни- 
какой связи (коэффициент корреляции между ними Ё равен 0), линия регрес- 
сии была бы строго горизонтальна (что интутитвно понятно как отсутствие 
зависимости одной переменной от другой), а между двумя реципрокными ли- 
ниями регрессии был бы прямой угол. А если бы значения первой переменной 
однозначно определялись значениями второй (например, рост сыновей был 
бы идентичен росту отцов), линии регрессии совпали бы друг с другом и с 
линией наилучшей аппроксимации. 
Линия регрессии описывается уравнением регрессии: 


У (>) = „Хх + (м, 2 М), 


где у’(х) — аппроксимация значений переменной у по переменной х (условное 
матожидание значений у при конкретных значениях х), Му — матожидание 
переменной у. Свободный член оказывается таким, как в формуле, поскольку 
линия регрессии должна пройти через точку, координаты которой суть сред- 
ние по каждой из сравниваемых величин. Наклон линии регрессии получа- 
ется меньше линии наилучшей аппроксимации (первой главной компоненты) 
по указанным выше причинам, и называется коэффициентом регрессии, г 

Мы можем предсказать не только математическое ожидание одной пере- 
менной в зависимости от другой при помощи уравнения регрессии (например, 
матожидание роста сыновей для отцов того или иного роста), но и ее условную 
вариансу у, которая при любом значении переменной х составит 


т а = #), 


где { — коэффициент корреляции между ростом сыновей и отцов (коэффи- 
циент корреляции получил имя Пирсона, хотя предложен был Гальтоном 
до него). Здесь легко проверить граничные условия: при { = 0 — переменная 
у не зависит от переменной х и, следовательно, условная варианса у, всегда 
равна У); при Е = 1 переменная у однозначно определяется переменной х (на- 
пример, рост сыновей тождественно равен росту отца) и никакого разброса 
в каждой точке по оси х нет, условная варианса у, равна нулю. 

В общем случае двух анализируемых величин х и укоэффициент корреля- 
ции и коэффициенты регрессии связаны следующими соотношениями: 


та =10,/ 6, =ЁВ 

ух ух 

г. =10,/ 0, =ЁВ, 
ЕГО / дб =Г/В = В = К =. т =г о/о, 
хх оу ухо р ху ху х 


в, 
ух ху 
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Обратим, однако, внимание, что в популяции нет таких отдельных клас- 
сов как «отцы» и «дети», так как каждый мужчина может быть чьим-то сыном 
и чьим-то отцом, поэтому средний рост мужчин в популяции, М, есть одно- 
временно средний рост и в совокупности всех отцов, и в совокупности всех 
сыновей. То же самое относится и к вариансе нашего параметра У. Поскольку 
дисперсия и сроеднеквадратическое отклонение отцов и сыновей одинаковы, 
наклон линии наилучшей аппроксимации есть единица, что вполне соответ- 
ствует здравому смыслу. 

В нашем конкретном случае сыновей и отцов (которым ниже будут соот- 
ветствовать переменные и подстрочные индексы $ и }, от 5015 и ра Шет$), когда 
У=У=Уиб, = д =0, т.е. В, =В., = 1 все эти формулы упрощаются ради- 
кально: 


ТЕНЬ 
(ДД =Е+ (1-В М, 
у = УП -В). 


Работа сэра Гальтона 1886 г. не содержала индивидуальных данных; 
была приведена таблица сгруппированных данных и схематическое изо- 
бражение эллипса их разброса (рис. 22.2 и 22.3). В отличие от разобранного 
нами простого случая отцов и сыновей Гальтон изучает зависимость роста 
детей от среднего роста родителей. Это создает дополнительные сложности. 
Во-первых, в рост человека вносит свой вклад такой фактор, как пол. Что- 
бы скомпенсировать систематическую разницу в росте мужчин и женщин, 
Гальтон умножал рост женщин на 1,08 (т. е. применял нормировку шкал). 
Далее, среднее значение роста двух родителей есть полусумма двух случай- 
ных величин. Если мы скомпенсировали систематическую разницу роста 
мужчин и женщин, то можно считать, что обе случайных величины имеют 
одинаковое распределение, поскольку каждая — это просто рост случайно 
взятого из популяции человека. Являются ли эти две случайные величины — 
рост супругов — друг от друга независимыми? У нас нет явного ответа. Если 
имеет место ассортативность — высокие мужчины предпочитают высоких 
женщин и наоборот, то они скоррелированы. Однако мы знаем и противо- 
положные примеры. Для простоты можно принять, что ассортативности нет, 
супругов выбирают по иным критериям, и рост родителей не коррелирует 
друг с другом. Варианса суммы двух независимых случайных величин есть 
сумма их вариансы, т. е. 2У. Таким образом, варианса среднего роста родите- 
лей в парах будет У/2 (среднее роста двух родителей есть половина их суммы, 
при переходе к величине, связанной с квадратом роста, мы должны разде- 
лить ее на 4), что вполне понятно — среднее значение роста двух родите- 
лей колеблется меньше, чем значение для одного из родителей (два родителя 
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«несколько усредняют» их полусумму). Поэтому наш эллипс больше вытянут 
по оси ординат, чем по оси абсцисс, и идеальная линия аппроксимации име- 
ет наклон \/2. 

Гальтон приближался к линии регрессии, деля значение полусуммы роста 
родителей и роста детей на интервалы (см. рис. 22.3) и вычисляя средний по- 
казатель обеих величин в этих интервалах. Он оценил наклон линии регрессии 
рост детей в зависимости от полусуммы роста родителей как 2/3, метод наи- 


ТАВИЕ 1. 


Момвев ор Аролт СниовЕм ор УАВ1О08 ЗТАТОВЕЗ вОВН ОР 205 Мто-РАВЕМТВ ОГ УАВЛОЦВ ЗТАТОВЕВ. 
(АП Еетще Ве1еЪ4з Вауе Бееп шо рЧе4 Бу 1-08). 
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Рис. 22.2. Страница из исторической работы сэра Френсиса Гальтона 1886 «Откло- 
нение к среднему в наследовании роста» [Са№оп Е Кергез$1оп {о\’ага$ ше @4юосгиу 
ш Веге4Цагу збаваге // Доигпа! оР фе Ап®горо]ор1са| Ган ше. 1886. \Уо]. 15.Р. 246-263]. 
Подписи гласят: 

«Таблица 1. Число взрослых детей различного роста, родившихся у 205 пар различ- 
ного среднего роста: столбец 1 — средний рост родителей в дюймах; столбец 2 — 
рост взрослых детей; столбцы 3-4 — общее число взрослых детей и пар; столбеи 5 — 
медианы; предпоследняя строка — общее число; последняя строка — медианы. 
Примечание. При вычислении медиан использовались значения центра квадратов 
интервалов, в которые попадали значения. Границы интервалов были взяты как 62,2, 
63,2 ит .д., ане 62,5, 63,5 и т. д. по той причине, что измерения между 62 и 63, 63 и 64 
и т. д. распределены неравномерно, поскольку имеется сильное смещение в сторону 
круглых чисел. По тщательном рассмотрении я пришел к выводу, что такие приня- 
тые интервалы подойдут наилучшим образом. Для среднего роста родителей эта не- 
равномерность менее выражена» 
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меньших квадратов дает для его данных наклон 0,713 (при наклоне К линии 
наилучшей аппроксимации - 1,41). 

Итак, проводя на обширных данных регрессионный анализ роста сыно- 
вей по росту отцов или детей по среднему росту родителей, мы определяем 
популяционные средние и вариансу изучаемого признака — роста, вычис- 
ляем уравнение регрессии, с помощью которого можем предсказать матема- 
тическое ожидание и вариансу роста сыновей, исходя из роста конкретного 
отца или конкретного среднего роста родителей. Таким образом, мы, во-пер- 
вых, предсказали все, что могли из имеющихся данных. Во-вторых, мы при 


ОТАСВАМ ВАЗЕО ОМ ТАВЕЕ |. 
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АБТ СНГОВЕМ 
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Рис. 22.3. Страница из исторической работы Сэра Френсиса Гальтона 1886 «Откло- 
нение к среднему в наследовании роста» (продолжение) [СаШоп Е Кезгезз1оп {о\гаг$ 
ше юсгиу ш Веге4Цагу звабаге // ]оигпа] оЁ фе Апгороюз1са| знаке. 1886. Уо1. 15. 
Р. 246-263]. Подписи гласят: 

«Диаграмма, основанная на таблице 1 (рост всех женщин умножен на 1,08): по гори- 
зонтали — взрослые дети, их рост и его отклонения от 63% дюймов; по вертикали — 
средний рост родителей: рост в дюймах и отклонение в дюймах 
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этом занимались изучением и предсказанием наследования признаков, т. е. 
ничем иным, как самой настоящей генетикой, хотя никаких генов в нашем 
поле зрения пока нет. 

Можно сказать, что сэр Гальтон уже проделал это все за нас, и мы могли 
бы взять на вооружение параметры, рассчитанные по его данным, если бы не 
возможная разница между населением Англии Х[Х века и той популяцией, где 
мы собираемся предсказывать рост детей. Точно такое же исследование мы 
могли бы проделать для любого другого количественного признака любого 
вида. Допустим, мы могли бы предсказывать среднюю массу и ее среднеква- 
дратическое отклонение в потомстве дрозофил с той или иной массой. А могли 
бы снова взять людей, но изучать не рост и не массу, а, допустим, интеллект 
или альтруизм, если придумаем, как их измерять в качестве вещественного 
числа, т. е. превратим их в количественные признаки. 


22.3. Простейшая модель наследования количественных 
признаков и их генетического анализа и ее недостатки 


Одним из первых приближений к созданию теории количественных при- 
знаков была так называемая «теория полигена». Она основывалась на следую- 
щих допущениях. 

1. Количественные признаки определяются многими локусами. 

2. Вклад каждого локуса в изменчивость признака незначителен, по край- 
ней мере, не превышает влияния внешней среды. 

Приведем один из самых простых и ранних результатов этой теории — 
известную формулу Кастла — Райта, позволяющую оценить число полигенов 
(№, влияющих на признак. Для вывода этой формулы принимаются еще более 
сильные допущения. 

1. Можно найти или получить родителей, у одного из которых собраны 
в гомозиготе во всех локусах, влияющих на данный признак, все «сильные» 
аллели, у другого — все «слабые» аллели. Такого можно достичь, если взять 
большую и разнообразную популяцию и провести отбор в обе стороны. В та- 
ком случае мы можем надеяться, что в опыте участвуют все полигены, контро- 
лирующие признак. 

2. Все локусы количественных признаков не сцеплены. 

3. Неаддитивные взаимодействия генов и аллелей отсутствуют, равно как 
и зависимость средовых воздействий от генотипа. 

4. Эффект всех сильных аллелей одинаков. 

Из экспериментальных данных в нашем распоряжении есть только изме- 
рения, из которых можно получить средние и вариансы. 
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Выводится формула Кастла — Райта на основе свойства аддитивности са- 
мого признака и его вариансы, которые, исходя из допущения 4, можно пред- 
ставить как сумму вкладов влияний среды и генотипа, а последний — как сум- 
му вкладов генотипа в отношении отдельных локусов. Пусть у нас есть сред- 
ние значения признаков двух родительских линий р, ир„ популяций потомков 
р: и п. соответствующих поколений, а также вариансы т У Ул и У» 

Для начала заметим два обстоятельства, следующие из наших допущений. 

1. Каждая особь Е , будучи гетерозиготной по сильному и слабому алле- 
лю в каждом из полигенов, будет иметь фенотип, средний между родитель- 
скими, и таково же будет среднее в популяции потомков Е, поскольку со- 
отношение сильных и слабых аллелей в ней не изменяется. Таким образом, 
Л=Л,= (р, + ру/2. 

2. Родительские линии и популяция Е, совершенно гомогенны в отноше- 
нии генотипа по генам нашего признака, и вся их изменчивость по этому при- 
знаку есть изменчивость средовая. Таким образом, У, =У,= Ул. Если это ра- 
венство не выполняется, значит, наши допущения неверны. Но допустим, что 
они выполняются, и возьмем любое из этих значений, например, У, в качестве 
оценки средовой вариансы У. Для этой цели удобно взять именно вариансу 
поколения Е , поскольку в скрещивание обычно берется немного индивидуу- 
мов родительских линий, так что материала для оценки вариансы по ним было 
бы недостаточно. 

В поколении Е, у нас ожидается менделевское расщепление в отношении 
каждого из полигенов. Посмотрим, какой вклад в генетическую вариансу вно- 
сит один полиген. В рамках наших допущений мы имеем расщепление по сла- 
бому и сильному аллелю, а сила всех сильных аллелей у всех полигенов одина- 
кова. Обозначим вклад одного сильного аллеля в признак как х и выразим его 
через известные нам эмпирические величины. Родитель ру которого собраны 
все сильные аллели, имеет их вдвое больше, чем имеется полигенов №, так как 
в каждом локусе имеется по два сильных аллеля в гомозиготе; у родителя р, нет 
ни одного сильного аллеля. Тем самым 


х= (р, -р,)/2М. 


Обозначим слабый аллель как -, сильный как +. В отношении каждого 
полигена мы имеем следующее расщепление генотипов: 


1/4 ——: 2/4 -+ : 1/4 ++. 
Гетерозигота —+ дает средний вклад данного полигена в признак. Таким 


образом, гетерозиготы не отклоняются от среднего и не имеют вклада в ге- 
нетическую вариансу. Фенотипы обеих гомозигот отклоняются от среднего 
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на величину х. Таким образом, вклад одного полигена в генетическую компо- 
ненту вариансы, у», (частный вклад одного полигена отражен здесь употре- 
блением строчной, а не прописной буквы), т. е. усредненная сумма квадратов 
отклонений от среднего, обусловленных этим полигеном, есть 


= 4+ 4х = 2 = (р, - р! №. 


Суммарная же генетическая варианса в поколении Е, У,» будучи суммой 
идентичных вкладов каждого полигена, будет определяться как 


„= Му„= (р,- р} ”/8М. 


Экспериментально ее можно найти, если вычесть из общей вариансы 
У ее средовую составляющую \/ за меру которой мы сочли У’. Тогда 


Ув- Уд = (р,- р,”/8М. 
Отсюда получаем 


М= (р, -р,?/ 8(У,-У,). 


Тем самым мы получили так называемую формулу Кастла — Райта, кото- 
рая и дает искомый результат — количество полигенов, ответственных за ко- 
личественный признак. 

В действительности вклад разных генов в количественные признаки 
чаще бывает неодинаков (что и неудивительно, поскольку биологических 
предпосылок им быть равными не просматривается, за исключением гомео- 
логичных генов, как в разобранном в главе 7 примере с окраской зерен пше- 
ницы). Обычно эти гены чисто условно разделяют на немногие мажорные 
гены (та)ог зепез), «обслуживающие» значительную часть изменчивости, 
и остальные гены, которые можно назвать минорными или генами-модифи- 
каторами. 

Далее, анализ наследуемости действительно удобнее всего вести, скре- 
щивая чистые линии, про которые хотя бы известно, что они гомозиготны, 
и получая от них многочисленное потомство. Однако дело осложняется 
тем, что бывает очень сложно оценить долю тех аллелей, влияющих на из- 
учаемый признак, которые являются общими для двух разных чистых ли- 
ний. Во многих же случаях получение чистых линий и организация нужных 
скрещиваний оказываются невозможными. В частности, мы не можем этого 
сделать у человека, по понятным причинам являющегося весьма популяр- 
ным объектом генетики количественных признаков. (Единственный опыт 
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такого рода был поставлен в древнем Египте, где фараоны размножались 
от скрещиваний брат-сестра и представляли собой вполне жизнеспособную 
и цветущую — судя по красавице Нефертити и философу Эхнатону — чи- 
стую линию.) В таких случаях большую роль играет анализ количественных 
признаков у родственников. 

Поэтому на первый план выходит анализ фрагментов родословных, как 
правило, достаточно коротких, часто с вовлечением участников, признаки 
которых остались неизвестными, причем выборка этих фрагментов из по- 
пуляции обычно далека от случайной и репрезентативной, а связана с по- 
паданием в поле зрения исследователей носителей какого-то определенного 
фенотипа — допустим, некоего заболевания. Приведем простейший пример: 
если изучать соотношение полов в семьях путем опроса солдат об их братьях 
и сестрах, то результат будет смещен в мужскую сторону, поскольку за бор- 
том останутся семьи, в которых есть только дочери и откуда поэтому никто 
не попал в солдаты и не принял участия в опросе. Исследования фрагментов 
родословных предполагают перебор множества потенциально возможных 
ситуаций и расчета их вероятностей, которые требуют сложных алгоритмов 
и огромных вычислительных мощностей, к счастью, в настоящее время до- 
ступных. 


22.4. Разбиение количественного признака 
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Не прибегая к таким сильным допущениям, как при выведении формулы 
Кастла — Райта, мы все же можем выразить значение любого количественного 
признака Р очень просто, а именно в виде суммы компонент, имеющих раз- 
ную природу и разное поведение в эксперименте. Каждая из них может быть 
проанализирована отдельно, включая попытки экспериментальной оценки ее 
значений. Это наделяет исследователей некой прогностической силой, из чего 
следует возможность в той или иной степени создавать организмы [© нужны- 
ми значениями количественных признаков. Наиболее простое разложение 
на компоненты выглядит так: 


РЕНО Е, 


Величина и — всего лишь константа, которая зависит от того, где у нас 
установлен ноль шкалы измерения признака. Поскольку мы всегда рассматри- 
ваем количественные признаки в каких-то совокупностях особей — популя- 
циях, в строгом или нестрогом смысле этого слова, из практических соображе- 
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ний удобно принять за и среднее значение признака в изучаемой популяции, 
тогда вклады остальных компонент признака будут соответствовать отклоне- 
ниям значения признака от среднего под действием разных факторов. Таким 
образом, мы будем иметь дело с иентрированными вкладами. Это даст нам 
возможность при определении варианс прямо суммировать квадраты значе- 
ний вкладов всех компонент. 

Величина С — это вклад генотипа в признак, Е’— вклад в признак не- 
наследственных факторов (например, окружающей среды). Оба этих вклада 
могут быть как положительные, так и отрицательные: грубо говоря, если ребе- 
нок высокорослых родителей плохо питался, то он скорее всего вырастет в не 
очень высокого человека. Может статься, что его рост будет близким к средне- 
му по популяции — вклад генотипа здесь будет положительным — у ребенка 
был генетический потенциал стать выше среднего, а вклад среды — отрица- 
тельным, в результате чего рост окажется близким к среднему. 

Однако это рассмотрение слишком грубое. Будет лучше, если мы выделим 
в значении признака больше компонент путем разбиения выделенных ранее, 
поскольку вклад каждой из них имеет свои особенности: 


Р=и+А+р+1+С*Е+ Е+ 5. 


Перечислим сначала компоненты, имеющие негенетическую природу. 
Здесь Е — влияние общих для всей популяции факторов среды; 5$ — влияние 
невоспроизводимых средовых воздействий, уникальных для отдельных ин- 
дивидуумов (в англоязычной литературе — зрес!с епугоптеп®, по всей ви- 
димости, локальных в пространстве и во времени и имеющих неясную при- 
роду, вплоть до фундаментальной случайности. Сюда входит и так называе- 
мая флуктуационная изменчивость. Она связана с внутренне присущей про- 
грамме развития неустойчивостью. Не следует думать, что она всегда связана 
с влиянием внешней среды. В принципе, к факторам среды можно приписать 
даже и случайность на химическом уровне, которая сводится к броуновско- 
му движению молекул, в данном случае выступающими в роли локальных 
факторов среды, которое действительно может сказаться в каких-то точках 
бифуркации развития. Однако организм — сложная динамическая система, 
и ничто не противоречит существованию в нем и хаотических динамических 
систем, в которых сколь угодно малое отклонение динамической траектории 
способно быстро развести траектории до области всего допустимого про- 
странства параметров. Флуктуационную изменчивость можно наблюдать 
на примеретак называемой флуктуирующей асимметрии — ненаправленном 
различии признаков симметричных структур, допустим, правых и левых 
конечностей, либо на примере метамерно повторяющихся структур, допу- 
стим, соседних сегментов. Хороший материал для исследования доставляют, 
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к примеру, щетинки на правых и левых параподиях длинных полихет, ко- 
торые, в частности, исследовал выдающийся отечественный генетик Борис 
Львович Астауров. 

Для многих задач нет нужды различать Е и 5, и можно заменить их одним 
параметром Р’, однако мы должны помнить, что на практике мы никогда не 
можем полностью исключить компонент $ и сделать негенетические факторы 
формирования количественных признаков полностью измеримыми и пред- 
сказуемыми. 

Компонент С*Ё самый загадочный — это взаимодействие генотип-среда; 
оно подразумевает такие случаи, когда влияние среды зависит от конкретного 
генотипа. Например, если рост растения зависит от генотипа, а температура 
воздуха зависит от высоты над поверхностью земли, то средняя температу- 
ра, при которой растение растет, будет зависеть от его генотипа. Понятно, что 
этот компонент одновременно относится и к генетической, и к негенетической 
составляющей, и благодаря одному этому факту более простая формула, с ко- 
торой мы начали, не может считаться адекватной. Этот компонент наиболее 
сложно учесть в реальном эксперименте. В частности, трудно бывает устано- 
вить тот факт, присутствует ли он на самом деле или равен нулю (т.е. среда 
воздействует на фенотип вне зависимости от генотипа), причем это обстоя- 
тельство может зависеть от постановки конкретного эксперимента. 

Перейдем к дальнейшему подразделению на компоненты чисто генетиче- 
ской компоненты. А — аддитивная генетическая компонента — самый удоб- 
ный и желанный объект для генетиков количественных признаков, поскольку 
он предполагает наиболее простую математику, а именно то, что каждый ал- 
лель любого гена, влияющего на один и тот же количественный признак, имеет 
один и тот же фиксированный вклад в этот признак, не зависящий от присут- 
ствия других аллелей этого же и других локусов. 

Однако вспомним, каким образом гены влияют на признаки. Признаки 
формируются в ходе индивидуального развития организма, которое, по сути, 
есть очень сложная химическая реакция, происходящая под управлением 
генов, в определенные моменты обеспечивающих определенные концентра- 
ции определенных веществ. Эти концентрации выступают как сомножители 
в уравнениях скоростей реакций, составляющих индивидуальное развитие 
организма, а значения признаков напрямую зависят от каких-то из этих (или 
даже всех) скоростей. Поэтому вклады аллелей (причем неважно, одного ло- 
куса или разных) обычно не аддитивны, а мультипликативны, т.е. каждый 
сильный аллель увеличивает признак не на такое-то значение, а во сколько-то 
раз. Однако вклады становятся аддитивными, если величину прологарифми- 
ровать. Поэтому аддитивная компонента признака, как правило, выявляется 
лучше, если значение признака, измеренное какой-либо «естественной» шка- 
лой, прологарифмировать. 
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Как вы понимаете, такое явление, как доминирование, не оставляет 
камня на камне от мечты об аддитивности генетической компоненты при- 
знаков. Однако и на него оказалось можно найти управу, которая Состоит 
во введении специального компонента а, зависящего от конкретного гено- 
типа — вклада в признак доминирования В ОДНОМ ИЗ локусов. Например, 
если принять значение признака у гомозиготы по рецессивному аллелю за 0, 
а у ГОМОЗИГОТЫ ИЛИ гетерозиготы по доминантному аллелю за т ТО МОЖНО 
представить аддитивный вклад каждого сильного аллеля за 1, а компонент 
Аза 0 для гомозиготы по рецессивному аллелю и гетерозиготы и за —1 для го- 
мозиготы по доминантному аллелю. Однако, как мы условились выше, в це- 
лях облегчения анализа варианс, аддитивный и доминантный вклады алле- 
лей нужно центрировать к популяционному среднему. Тогда вклад р одного 
локуса, представленного в двух гомологах аллелями {и }, в значение признака 
Р будет составлять 


р=а, +а, +4, 


где а, и а, — вклады аллелей {и ра а, есть поправка на доминирование, свя- 
занная с конкретным генотипом а, а, которую нужно добавить к аддитивным 
вкладам этих аллелей. Все три величины могут быть положительными и отри- 
цательными, так как вклады всех составляющих признака мы уже объявили 
центрированными, т. е. мы рассматриваем, как генотип в отношении именно 
данного локуса сдвигает значение признака относительно популяционного 
среднего. За счет такой центровки эффект слабых аллелей не будет равным 
нулю, а поправки 4 не будут одинаковыми для гомозиготы и гетерозиготы. 
На рис. 22.4 показано, как теперь складываются вклады каждого генотипа 
в значение признака. 

Мы ввели аи 4 как суммируемые компоненты, поэтому вклады в отклоне- 
ние суммарного значения признака от популяционного среднего также сумми- 
руются независимо. Тогда при наличии в популяции п1 разных аллелей будут 
выполняться следующие равенства, связанные со средневзвешенными вклада- 
ми генотипов: 

— сумма частот аллелей, /, перемноженных на их аддитивный вклада, бу- 
дет равна нулю 


ай а, = 0; 


— сумма частот ], генотинов й (всего будет С”, таких генотипов), перемно- 
женных на их поправку на доминирование 4,, также будет равна нулю 


р: 90. 


1=1 ЛЕ? 
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В общее значение призна- 
ка аддитивные вклады и по- 
правки на доминирование 
будут входить как суммы тех 
и других, А и О, по всем локу- 
сам. 

Компонент [Г есть по- 
правка на взаимодействие 
генов, аналогичная поправ- 
ке О на доминирование, 
и она также должна состав- 
лять определенное значение 
для каждого генотипа в отно- 
шении взаимодействующих 
аллелей разных локусов. 

Несложно понять, что 
ввиду того, что в одном при- 
знаке у нас суммируется 
столько разных компонент 
от множества разных алле- 
лей и локусов, доли этих фак- 
торов не могут быть опре- 


вклад 
доминиро- 
вания (9) 


2а 


аддитивный 


эффект (а) 


популяционное среднее 


фенотип 


Б ВЬ ВВ 
генотип 


Рис. 22.4. Разбиение вклада генотипа в отношении 
одного локуса в количественный признак, факти- 
ческие значения которого обозначены «+», на (а) 
аддитивную составляющую и (4) составляющую, 
связанную с доминированием [еп м арейа.оге] 


делены у отдельно взятого 

индивидуума. Более того, когда к одному и тому же результату могут приве- 
сти самые разные комбинации самых разных факторов, такая задача лишена 
особого интереса. Допустим, растение может вырасти более мощным оттого, 
что унаследовало какой-то удачный аллель либо оттого, что семя попало в бо- 
лее влажную ямку; но если мы имеем дело с полем пшеницы, нас заботит не 
судьба отдельного растения, а скорее суммарные характеристики всего поля, 
в частности, определяющие урожай. В то же время очень важно бывает оце- 
нить роль тех или иных факторов в общей изменчивости количественного 
признака. Для этого на совокупности индивидуумов (популяций, потомков 
одного скрещивания и т. д.) можно воспользоваться свойством аддитивности 
вариансы и попытаться определить доли, приходящиеся на выделенные выше 
компоненты количественного признака в его общей вариансе. В англоязычной 
литературе это носит незамысловатое название Апа1у$15 оЁ Уапапсе, в сокра- 
щенном виде — АМОУА (причем этот метод — также частный случай линей- 
ной регрессии). 

Варианса может быть разбита следующим простейшим образом: 


\Уаг(Р) = Уаг(С) + Уаг(Р’) + 2 Соу(С*РГ’). 
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Соу(С * Е’) — коварианса генотипа и среды, которая отражает взаимоза- 
висимость этих двух факторов друг от друга. Такие взаимозависимые измене- 
ния среды и генотипа — это и есть пресловутое взаимодействие генотип-сре- 
да, этой ковариансой мы как раз и учли его вклад в общую вариансу признака. 
Определение значения этой ковариансы — дело весьма сложное, но в боль- 
шинстве простых ситуаций Соу(С * Р’) - 0 ией можно пренебречь. 

Однако мы никогда не можем свести к нулю Уаг(Р’), которая в этом упро- 
щенном рассмотрении включает в себя в том числе и спонтанную флуктуаци- 
онную изменчивость. По-хорошему, нам нужно было бы выделить ее в особую 
компоненту вариансы и учесть также ковариансу генотипа и флуктуационной 
изменчивости, которая совершенно не исключена, и ковариансу среды и флук- 
туационной изменчивости. Но в реальном генетическом опыте мы можем 
учесть только некоторые общие факторы среды, а большинство локальных 
и уникальных средовых воздействий остаются нам неизвестными. 

В свою очередь, Уаг(С) = Уа А) + Уакр) + Уаг(р. 

В формуле не фигурируют ковариансы, но на самом деле они здесь присут- 
ствуют, поскольку Уаг (А) есть по сути сумма варианс, вносимая в признак каждым 
аллелем, а Уаг (Л) и Уаг (1) — это удвоенные суммы коварианс между вкладами раз- 
ных индивидуальных аллелей одного и того же и разных локусов соответственно. 


22.5. Наследуемость 


Важным, можно сказать, центральным параметром в генетике количе- 
ственных признаков является наследуемость признака, отражающая долю ге- 
нетически детерминированной изменчивости в общей изменчивости признака. 

Наследуемость в широком смысле определяется следующим образом: 


Н? = УакС) / УакР). 


Здесь несколько неожиданно то, что словесный термин соответствует не 
величине, а ее квадрату, так что сама величина осталась без названия. Из раз- 
мерности очевидно, что величина Н. отражает вклад наследственности в сред- 
неквадратическое отклонение значений признака. 

Вводится Также наследуемость в узком смысле: 


1? = УакА) / Уа(Ф). 


Знание наследуемости признака в конкретной популяции очень важно. 
Эта величина напрямую указывает нам на эффективность селекции по дан- 
ному признаку. Интересно бывает также узнать наследуемость у вида в целом. 
В общем случае эта постановка вопроса некорректна, поскольку в разных по- 
пуляциях вида она может сильно различаться за счет различного уровня гене- 
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тического разнообразия, той или иной степени родственности особей и разно- 
образия факторов среды. Для некоторых видов различия в генетическом раз- 
нообразии популяций могут быть несущественны. К таким видам относится 
человек, у которого сейчас практически не осталось небольших изолирован- 
ных популяций. Знание того, в какой мере наследуются наши количественные 
признаки, среди которых находятся и все психические и интеллектуальные 
признаки, имеет важнейшее значения для познания человеком самого себя. 
Согласитесь, нам совсем небезразлично, в какой степени наш интеллект и ду- 
шевные качества предопределяются в момент слияния яйцеклетки и сперма- 
тозоида, в какой — определяются воспитанием, а в какой являются случай- 
ными или неотличимыми от случайных, т. е. не зависят ни от каких факторов, 
которые мы можем вычленить и контролировать. С другой стороны, человек 
быстро создает новые факторы среды и этим увеличивает негенетическую 
дисперсию, что сказывается на наследуемости признаков. Допустим, повыше- 
ние качества образования либо его понижение при одновременном разреше- 
нии использования наркотиков оказало бы сильное и не вполне предсказуемое 
влияние на дисперсию и наследуемость признаков, связанных с интеллектом. 
В обоих случаях дисперсия скорее всего возрастет, а наследуемость возрастет 
в первом (природные задатки будут развиваться в полной мере), но упадет во 
втором. В настоящее время наследуемость каких-то признаков человека, оче- 
видно, изменяется быстрее, чем он успевает ее изучать. 

Начнем с селекции. Доказана фундаментальная теорема Фишера. Допу- 
стим, мы взяли некую популяцию, отобрали из нее часть особей в качестве 
родителей, дали им свободно скреститься между собой и получили потом- 
ство. Введем следующие обозначения: популяционное среднее до отбора Р, 
среднее родителей Р‚, среднее их потомков Р’, селекционный дифференциал 
$ =Р. - Р; ответ на отбор Е = Р” - Р. Теорема Фишера гласит, что ответ на от- 
бор есть произведение наследуемости в узком смысле и селекционного диф- 
ференциала: 


Е = 125. 
Эта формула может применяться и как метод оценки наследуемости 


в опыте, и для предсказания эффекта отбора, если наследуемость установлена 
в других опытах. Как видите, наследуемость — весьма полезный параметр. 
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Определять наследуемость через ответ на отбор — довольно трудоемкий 
и несколько экстравагантный способ. Гораздо чаще нам как раз нужно знать 
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наследуемость для того, чтобы принять или не принять решение о начале от- 
бора. Наследуемость можно определить путем анализа корреляций и/или ва- 
риансы в группах особей, связанных определенной степенью родства, таких 
как родители-потомки, сибы, близнецы (в частности, разлученные в раннем 
детстве и выращенные в разных семьях). Первоначально анализ вариансы 
и анализ корреляций были двумя разными направлениями биометрии. Но эти 
методы естественным образом связаны, так же, как связаны сами вариансы 
и корреляции. 

Важным параметром в таком анализе является коэффициент родства 
(соебйсепЕ оЁ ге] едпез$) 4 — доля аллелей, идентичных за счет общего про- 
исхождения в геномах двух родственных индивидуумов (как правило, этот 
коэффициент обозначается в литературе буквой г, в этой главе уже занятой). 
Она рассчитывается по всем аллелям всех локусов. Как это делается — будет 
рассмотрено ниже. 

Интуитивно понятно, что чем более сходны генотипы какой-то группы 
особей (чем меньше генетическая компонента их изменчивости), тем мень- 
шую долю их вариансы будет составлять ее генетическая компонента, а вся 
фенотипическая варианса идентичных генотипов будут равна средовой, та- 
ким образом, наследуемость будет близка к нулю. Средовую вариансу можно 
оценить в опыте, например, по вариансе фенотипов в одной изогенной ли- 
нии (если они у нас есть), и вычесть ее из общей вариансы. Выше мы про- 
делали это при выводе формулы Кастла — Райта, поскольку родители у нас 
считались высокоизогенными, а их гибриды первого поколения — генети- 
чески идентичными в силу первого закона Менделя. Опять-таки, корреля- 
ция фенотипов двух особей в популяции должна быть тем больше, чем более 
сходны генотипы особей и чем выше наследуемость. 

Если бы нам удалось собрать группу особей с идентичными геноти- 
пами (4 = 1), то изменчивость особей в этой группе определялась бы толь- 
ко средовой изменчивостью, а наследуемость признака была бы нулевая 
(7?= 0). Если же нам удалось бы обнулить средовую изменчивость (средо- 
вую компоненту вариансы), то наследуемость устремилась бы к единице, т. е. 
вся изменчивость признака возникала бы исключительно за счет разницы 
генотипов особей (й? = 1). Если мы проделаем и то, и другое, т. е. полностью 
исключим средовую изменчивость и выберем группы особей с идентичными 
генотипами — например, пары однояйцевых близнецов или представителей 
изогенных линий, то внутри таких групп фенотип особей был бы идентичен, 
а наследственность потеряла бы смысл (как деление 0/0) ввиду отсутствия 
какой-либо изменчивости. 

Далее, если в гипотетических условиях отсутствия средовой изменчиво- 
сти (Й ?= 1) мы будем брать пары особей из одной и той же группы, с идентич- 
ным генотипом (4 = 1) и, следовательно, фенотипом, то получим строгую за- 
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висимость между фенотипами обеих особей (они всегда будут тождественны), 
т.е. коэффициент корреляции { между фенотипом в парах таких особей будет 
равен 1. Если же брать пары особей с идентичным значением 4, то чем боль- 
ше будет это значение, тем ближе к единице будет коэффициент корреляции 
между их фенотипами. Можно доказать, что # (4) = 4 при отсутствии средовой 
изменчивости (Й? = 1). 

Однако мы умозрительно рассмотрели гипотетический, но практически 
невозможный случай отсутствия средовой изменчивости. Ее наличие ослабля- 
ет корреляцию. Если генотип не оказывает влияния на признак, т.е. (й? = 0), 
то и коэффициент корреляциями между двумя особями будет равным 0 вне 
зависимости от степени их родства; К4) = 0 при (Й?= 0). 

Эти граничные условия намекают на простое решение. Можно показать, 
что если влияние среды не зависит от родственных отношений (что являет- 
ся очень сильным допущением, так как реализуется далеко не всегда — ибо 
родственники, живущие одной семьей, имеют в определенной степени об- 
щую среду), то коэффициент корреляции признака в парах особей 1 будет 
определяться как 


#= И? 4, 


следовательно, Й?= №4. 

Действительно, чем меньше родство, тем меньше ожидаемая корреляция 
признаков за счет родства и тем больший вес приобретает та корреляция, ко- 
торая все же наблюдается. 

Мы можем использовать вместо коэффициента корреляции между род- 
ственниками коэффициент линейной регрессии между ними, так как в случае 
идентичности варианс сравниваемых выборок особей два этих коэффициента 
равны (т = В, о чем уже говорилось выше. 

Это же ясно из предельных отношений — если особи совершенно не род- 
ственны, коэффициенты корреляции и регрессии между ними должны быть 
равны нулю, а если они генетически идентичны и средовая изменчивость рав- 
на нулю, то значения признака должны быть тождественны и все три коэффи- 
циента равны 1. 

Определение мер родства в генетике количественных признаков и по- 
пуляционной генетике предполагает два обстоятельства. Во-первых, все ор- 
ганизмы родственны между собой, так как все они без исключения имели 
общих предков. Поэтому всякий раз, когда рассчитываются меры родства, 
оговаривается некий временной предел, ранее которого мы отказываемся 
прослеживать родство и считаем особи неродственными; таким образом, 
мы всегда выбираем некое исходное поколение. Во-вторых, вычисления на 
основе родословных учитывают только идентичность вследствие общего 
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происхождения (14еп у Бу 4езсеп®. Это не то же самое, что идентичность 
по факту (14епку Бу 5ае). Последняя может возникнуть из-за того, что 
уже особи исходного поколения могли иметь идентичные аллели за счет 
более глубокого родства, находящегося за пределами нашего рассмотре- 
ния, либо из-за независимого мутирования. Также аллели, которые долж- 
ны быть идентичными вследствие общего происхождения, могут 4е асю 
потерять идентичность вследствие мутации. Таким образом, фактическая 
идентичность, которую мы не можем вывести, исходя из родословных, мо- 
жет отличаться от идентичности, теоретически предполагаемой в силу об- 
щего родства. 

Упомянутый выше коэффициент родства является одной из мер род- 
ства. В общем случае для двух индивидуумов следует вводить два реци- 
прокных коэффициента — доля аллелей первого, общих вследствие родства 
со вторым, и наоборот. Например, гаплоидный самец перепончатокрылого 
получает все свои аллели от матери, соответственно, коэффициент 4-сын- 
мать = 1. В то же время мать передает ему половину своих аллелей, т. е. 4- 
мать-сын = 1/2. 

Но в случаях, когда не задействованы половые хромосомы и такие ра- 
дикальные механизмы определения пола, как арренотокия, значения реци- 
прокных коэффициентов родства для пар родственников одинаковы и мы 
можем пользоваться одним коэффициентом 4. 

При определении наследуемости нам нужен фактический (Бу 51), 
а не теоретически рассчитанный коэффициент родства. Определение его 
было бы возможно только в том случае, если идентичность аллелей была 
бы возможна лишь вследствие общего происхождения (Бу 4езсеп!) и только 
за счет родства в пределах нашего рассмотрения, т. е. когда все аллели всех 
особей исходного поколения, в частности, все аллели всех рассматриваемых 
общих предков, принимаются разными. Это также предполагает, что такие 
исходные особи на 100 % гетерозиготны. В действительности это далеко не 
так, поскольку в популяциях циркулирует множество аллелей, идентичных 
за счет дальнего родства (и не только родства), которое мы не учитываем. 
Теоретически для корректного вычисления следовало бы учесть родство че- 
рез всех общих предков, не только ближайших, а также предусмотреть по- 
следствия мутирования. Практически сделать это невозможно, так каку нас 
не может быть всех родословных «от Адама» и заодно регистраций всех 
случаев мутирования. Однако с привлечением методов еще одной высоко- 
математизированной отрасли генетики — популяционной генетики, можно 
учесть и фактор присутствия у разных ближайших предков аллелей, иден- 
тичных в силу отдаленного родства (или повторных мутаций), а с привле- 
чением данных полногеномного секвенирования определять коэффициент 
родства можно фактически напрямую. 
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Сделав сильное предположение о том, что все аллели общих предков были 
разными, мы можем рассчитать Ч для вышеприведенного идеального случая, 
исходя ИЗ Того, ЧТО у диплоидных организмов каждый потомок имеет ровно 
половину аллелей, общих с каждым из родителей (родитель передал половину 
своих аллелей потомку, потомок получил половину своих аллелей от родите- 
ля, иных общих аллелей между ними не имеется), т. е. между родителем и по- 
томком 4 = Ш2. Таким образом, при родстве по одной линии, через каждого 
общего предка, на каждое поколение — звено родословной — коэффициент 
родства падает вдвое. Отсюда считаем х для любых случаев, в которых имеется 
т ближайших общих предков: 


а=_,” (1/2), 


где № — расстояние (число звеньев родословной) между сравниваемыми род- 
ственниками в родословной через 1-го ближайшего общего предка, если всего 
имеется т общих предков. 

Рассмотрим примеры: 

У бабушки и внука имеется один общий предок — сама бабушка, и их раз- 
деляет два звена родословной — через сына или дочь бабушки = отца или мать 
внука, таким образом мы будем иметь д = 1 (1/2)? = 1/4. 

У дяди и племянника два общих предка — отец и мать дяди = дедушка 
и бабушка племянника, а расстояние в поколениях через родословную — 3 по- 
коления, имеем 4 = 2 (1/2)°= 1/4 — то же самое значение. 


Итак: 

родители и дети %, 
родные братья и сестры %, 
бабушки-дедушки и внуки и, 
сводные братья и сестры и, 
двоюродные братья и сестры %, 


дядя/тетя и племянник/племянница Ш. 

Когда вы в следующий раз окажетесь на похоронах своего родственника — 
а это именно та ситуация, когда собирается больше всего родственников, вклю- 
чая тех, кто терпеть друг друга не может и по другим поводам не встречается — 
не упустите возможность помедитировать над наследуемостью количественных 
признаков: оцените сходство и различия внешних и человеческих качеств род- 
ственников, не исключая и себя, в зависимости от коэффициента родства. 

Но следует помнить, что рассчитанные таким образом значения коэф- 
фициента родства 4 представляют собой теоретически минимально возмож- 
ные величины, реальные же значения всегда несколько выше за счет наличия 
у рассматриваемых нами общих предков аллелей, идентичных вследствие род- 
ства через каких-то более отдаленных общих предков, оставшихся за кадром. 
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В генетике количественных признаков используется еще одна мера род- 
ства, с — соепает! орсоаисеяту, соерает о} Ктзр или соефсет! оГсопзапшийу. 
Найти его русского эквивалента не удается, похоже, его так ни разу и не упомя- 
нули в русских учебниках; будем называть его коэффициент единокровности. 
Он есть вероятность того, что случайно выбранные у двух индивидуумов ал- 
лели, по одному от каждого, по любому локусу окажутся идентичными вслед- 
ствие общего происхождения. Параметр с, в частности, по определению есть 
вероятность появления гомозиготы за счет попадания идентичных по проис- 
хождению аллелей в потомство от скрещивания двух диплоидных особей. Этот 
параметр был изначально введен для учета эффекта инбридинга, т. е. гомози- 
готности общих предков за счет аллелей, идентичных вследствие общего про- 
исхождения. Мы можем рассматривать усредненное значение коэффициента 
единокровности по всем локусам генома, а можем рассматривать его значение 
для конкретного локуса; в первом случае мы будем оперировать частотами, во 
втором — вероятностями, но сами выражения остаются теми же самыми. 

Рассмотрим коэффициент единокровности с самим собой. Гомозиготный 
локус даст нам идентичные аллели, в случае гетерозиготного локуса мы в поло- 
вине случаев вытащим идентичные аллели, в половине — разные. Получается, 
что коэффициент с, оцененный по родству с самим собой, связан со средней 
гомозиготностью по геному, 2, которая есть доля локусов, находящихся в го- 
мозиготе, как: 


С=+ (1- 2)/2 = (1+2)/2. 


Таким образом, в случае родства с самим собой он изменяется в пределах 
от 1/2 до 1. 

Если, как в рассмотренном выше идеальном случае, все аллели общих 
предков принимаются разными, те: предки вообще не родственны И ИХ ГОМО- 
зиготность нулевая (т. е. для двух общих предков = = 0, с =Оид=0), то для ро- 
дителей и их потомков, а также любой пары потомков выполняется равенство 


4 = 2с. 


В этом нетрудно убедиться, посчитав вероятность того, что случайно вы- 
бранный аллель у родителя и ребенка окажется идентичным. Действительно, 
отец передал мне половину своих аллелей, поэтому если я возьму наугад аллель 
отца, то с вероятностью 1/2 это будет аллель, переданный мне. Если я наугад 
возьму свой аллель, то с вероятностью 1/2 это будет аллель, полученный от отца. 
Поскольку эти вероятности независимы, то вероятность, что эти два аллеля со- 
впадут, есть 1/4, и если у нас с отцом не было общих аллелей, полученных поми- 
мо его отцовства, то это и есть наш коэффициент единокровности с. При тех же 
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допущениях коэффици- 
ент родства х между мной 
и отцом, как мы видели, 
есть 1/2. 

Однако наличие лю- 
бых аллелей, идентичных 
вследствие происхожде- 
ния от общих предков, 
нарушает это  краси- 
вое соотношение. Легче 
всего в этом убедиться 
на примере однояйцевых 
близнецов или родства 
с самим собой. Близнецы 
(равно как и тот же самый 
человек) имеют идентич- 
ные генотипы, поэтому 
их коэффициент родства 
по определению есть 
единица, 4 = 1. Значение 
коэффициента — едино- 
кровности для однояйце- 
вых близнецов ничем не 
отличается от такового 
для единокровности с са- 
мим собой и описывает- 
ся той же формулой с = 
(1+ =)/2. Если бы в рам- 
ках наших привычных 
крайних допущений отец 
и мать близнецов пред- 
полагались совершенно 
неродственными, т.е. не 
имели бы общих аллелей, 
то близнецы были бы ге- 
терозиготными по всем 
локусам, = = 0, и их коэф- 
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Рис. 22.5. Пятнадцать возможных вариантов идентич- 


ности по происхождению аллелей двух диплоидных 


особей, х и у, объединенных в девять классов. Иден- 


тичные вследствие общего происхождения аллели со- 
единены линиями [ГупсЬ М., УМа$Ь В. Сепейс Апа]уз1$ 
оЁ Опапануе Тгай$. бип4еап4: Ззацег Аззосаез пс. 


1951. 980 р.] 


фициент единокровности действительно оказался бы вдвое меньше д, с = 1/2. 
Но такое крайнее допущение почти никогда не выполняется. Если у близнецов 
есть гомозиготные локусы, то 2 > 0, следовательно, с > 1/2 и равенство 4 = 2с 
не может выполняться по определению, так как доля общих аллелей не может 


584 Глава 22, Генетика количественных признаков 


быть больше 1. Мы избежали бы этого противоречия, если бы учли всех общих 
предков этих близнецов, т. е. всех общих предков их родителей. 

В общем случае рассчитать величину с не так просто, как может пока- 
заться. На схеме рис. 22.5 приведены 15 возможных ситуаций идентичности 
вследствие общего происхождения/различия аллелей двух особей (соответ- 
ствуют двум верхним точкам и двум нижним точкам), полученных от их от- 
цов (две правые точки) и от их матерей (две левые точки), идентичные ал- 
лели соединены линиями. Они сгруппированы по девяти классам, внутри 
которых ситуации симметричны и равновероятны. Каждому {-му классу 
соответствует вероятность р, того, что для двух особей реализуется именно 
такой случай, который определяется родственной структурой исследуемой 
популяции и может быть рассчитан для конкретного генетического экспери- 
мента. Кроме того, каждому случаю соответствует своя вероятность Д того, 
что аллель, взятый от каждой из двух особей, будет идентичным по проис- 
хождению, причем значение Л одинаково для всех случаев внутри каждого 
класса. Легко видеть, что, например, для первого класса Д = 1, для второго 
Д = 0; для седьмого Д = 1/2; для девятого А = дит. п. Коэффициент едино- 
кровности определяется формулой 


с= 2. бр.А, 


22.7. Близнецовый анализ 


Итак, наследуемость признаков в популяции можно оценить по корреля- 
циям фенотипов в однотипных парах близких родственников: однояйцевых 
близнецов, разнояйцевых близнецов, родителей и детей, сибов и пр., для кото- 
рых известно значение коэффициента родства. 

Для человека определение этого значения составляет проблему. Выше 
мы видели, как просто можно вычислить х для близких родственников, если 
считать, что на этом родство и заканчивается, иными словами, что те общие 
предки, которые есть у нас в поле зрения, вообще не имели ни одной общей 
аллели ни в каком локусе, автоматически будучи гетерозиготными по всем 
локусам. Но так, конечно же, не бывает — в любой популяции есть множе- 
ство общих аллелей, полученных от более дальних предков, которые нахо- 
дятся за пределами нашего поля зрения. Анализ наследуемости удобно вести, 
скрещивая чистые линии, про которые хотя бы известно, что они гомози- 
готны, хотя никогда нельзя оценить, сколько общих аллелей имеется у двух 
разных чистых линий одного вида. 

В тех случаях, где получение чистых линий и скрещивание между ними 
невозможно — например у человека (за исключением египетских фараонов), 
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большую роль играет анализ количественных признаков у близнецов. Исходя 
из уравнения # = а #7, для пар однояйцевых близнецов должно бы выполнять- 
ся равенство И? = Е, „а для пар разнояйцевых близнецов в идеальном случае 
совершенно неродственных родителей, когда братья и/или сестры имеют ров- 
но половину общих аллелей, должно бы выполняться соотношения Й? = 2, и 
21, =Е „На самом деле во втором случае мы имеем лишь верхнюю оценку, так 
как общих аллелей всегда больше, чем половина — за счет того, что родители 
уже имели какие-то общие аллели и были гомозиготны по каким-то локусам, 
так что для разнояйцевых близнецов доля общих аллелей 4 в действительно- 
сти больше 1/2. 

У близнецов в парах есть сильная корреляция условий среды, так как 
они имеют общими очень многие ее факторы, включая внутриутробные. 
Таким образом, обе оценки наследуемости, основанные на коэффициен- 
те корреляции, оказались бы завышенными. Нетрудно заметить, что такая 
корреляция среды должна быть одинакова для пар близнецов обоих типов, 
поскольку они сталкиваются с одинаковыми особенностями совместного 
выращивания. Этот компонент корреляции в одинаковой степени присут- 
ствуетивЁ ив, Если мы вспомним, что при вычислении коэффициента 
корреляции в числителе стоит коварианса, которая, подобно вариансе, обла- 
дает свойством аддитивности, мы можем получить исправленные значения 
‘ИЕ, вычтя этот компонент из Ё, иЁ „а именно вычтя такую величину &, 
чтобы выполнялось теоретически необходимое равенство 2 ‘=, ‘. Полу- 
чаем уравнение: 


2 й. = Е) — а & 


отсюда 
6 =2 -,- 2 


имы можем узнать наследуемость через исправленный коэффициент корреля- 
ции однояйцевых близнецов: 


п= Е — = 6 — а -2 г. + а 2 си № Е). 


Более корректно было бы учесть не идеальное, а фактическое (Бу ие) 
значение коэффициента 4’. Для однояйцевых близнецов всегда 4'’„.= 1, для дву- 
яйцевых в действительности 4' в> 1/2 за счет того, что родители могли быть 
в какой-то степени родственны и передать один и тот же аллель. Тогда 


1-9 =9'„ (8) 
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Поскольку гомозиготность и генетическая общеность родителей Бу уе под- 
дается популяционной оценке, отсюда можно найти более корректную оценку 
Й? исходя из 4 ‚> т. е. с учетом инбредности родителей двуяйцевых близнецов. 

Подобные методы расчета наследуемости довольно просты, однако объ- 
емы доступных выборок часто недостаточны для надежных ее оценок. Впро- 
чем, например, в Голландии подобными исследованиями охвачены все пары 
близнецов. Автор, который докладывал об этом на конференции, особо под- 
черкивал, что, поскольку они взяли всех близнецов в Голландии, им, таким об- 
разом, стала не нужна статистика выборочного анализа, так как они исследуют 
не выборку из генеральной совокупности, а в точности всю генеральную сово- 
купность — всех близнецов Голландии. 

Ниже приведены результаты определения наследуемости разных ко- 
личественных признаков человека путем близнецового анализа (рис. 22.6). 
Очевидно, что чем ближе пустой столбик, соответствующий двуяйцевым 
близнецам, подходит к черному стоблику, соответствующему однояйцевым 
близнецам, тем меньше наследуемость. 

Недавно вышла двухтомная книга Александра Маркова, посвященная 
происхождению человека. Там приведены любопытные результаты исследо- 
ваний, основанные на сравнении пар однояйцевых и разнояйцевых близне- 
цов и неродственных 
особей в отношении 
таких  количествен- 
ных признаков, как 
доверчивость и чув- 
ство благодарности. 
Материалом для ис- 
следования были раз- 
ные варианты про- 
стых денежных игр: 
человеку выдается 
некая сумма, часть 
из которой он может 
выдать неизвестному 
ему партнеру (кото- 
рого на самом деле 
нет), а другая часть 
Рис. 22.6. Оценка наследуемости некоторых психических остается у него в за- 
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Корелля ция между близнецами 


Оценка наследуемости 


свойств человека (по горизонтальной оси) на основе кор- висимости от мни- 
реляции между однояйцевыми (черные столбики) и дву- мых действий этого 
яйцевыми (белые столбики) близнецами (по вертикальной мифического партне- 
оси) [епмреа.оге] ра, с разными вариа- 
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циями. Оказалось, что у шведов 20 % изменчивости по доверчивости опреде- 
ляется генетически, 12 % зависит от общих факторов среды — т. е. от воспи- 
тания в широком смысле, а 68 % не зависит ни от чего, т. е. формируется под 
влиянием неучитываемых факторов, от чистой случайности до оставшихся 
неизвестными уникальных средовых воздействий в неизвестные моменты 
развития. Как видите, воспитание играет в формировании этого качества 
из области высоких душевных свойств минимальную роль (причем модель, 
в которой его роль принимается нулевой, описывает данные почти так же 
хорошо); чуть большую роль играет наследственность, в значительной же 
степени то, что вырастет из ваших детей, остается фундаментально непред- 
сказуемым. У американцев картина получилась еще более разочаровываю- 
щей — 10% на генетику, 8 % на воспитание, 82 % на неизвестные факторы. 
В отношении чувства благодарности закономерностей оказалось чуть боль- 
ше, а результаты у двух наций — более сходными: у шведов 18 % изменчи- 
вости пришлось на генетику, 17 % на воспитание, 66 % на неизвестно что; 
уамериканцев 17 % на генетику, 12 % на воспитание, 71 % на неизвестно что. 

Уверяю вас, что точно такими же количественными признаками являются 
и самые высшие духовные проявления, связанные с религией, гражданским 
долгом, искусством и наукой. Их можно подвергнуть такому же анализу и ре- 
зультаты, скорее всего, получатся сходными. (Причем это нисколько не оскор- 
бляет чувств верующих — как видите, львиная доля изменчивости приходится 
на «неизвестно что» с точки зрения экспериментальной науки, и там при жела- 
нии можно предполагать значительный вклад божественного промысла.) 
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Упомянутая асимметрия во вкладе отца и матери в геном детей у организ- 
мов с арренотокией приводит к любопытному эффекту. Если в муравейнике 
царит моногамия, т. е. царица оплодотворяется одним самцом и производит 
дочерей-рабочих, и если мы будем считать, что царица и ее «царь» никак не 


родственны друг другу, то 


4-мать-дочь = 1/2. 


В то же время 
4-сестра-сестра = #. 


Действительно, половина аллелей, полученная от отца, у всех сестер иден- 
тична, так как он вкладывает в каждую один и тот же весь свой геном. Поло- 
вина аллелей, полученных от матери, у них идентична лишь наполовину, так 
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как по каждому локусу к каждой сестре случайно попадает лишь одна из двух 
материнских аллелей. 

Отсюда проистекает поразительное обстоятельство — самка оказывается 
более родственной сестрам, чем собственным детям. Это означает, что забота 
о сестрах более способствует сохранению собственных генов в эволюции, чем 
забота о детях. В этом состоит причина того, что в разных семействах перепон- 
чатокрылых независимо и многократно возникала эусоциальность, когда не- 
компетентные к размножению самки-рабочие заботятся друг о друге и о своих 
компетентных к размножению, но генетически идентичных им сестрах — бу- 
дущих царицах новых колоний. В данном случае работает так называемое пра- 
вило Гамильтона: ген альтруизма будет поддержан отбором, если выполняется 
соотношение 


аВп> С, 


где 4 — коэффициент родства, В — репродуктивный успех получателя помощи, 
п — число таких получателей, С — репродуктивный ущерб донора помощи. 


22.9. Локализация @ТЕ 


В настоящее время в количественной генетике разработан математиче- 
ский аппарат, который позволяет обрабатывать данные, полученные в резуль- 
Тате совместного анализа количественных признаков и генотипов — от марке- 
ров на рекомбинационной генетической карте до полных нуклеотидных после- 
довательностей геномов — в потомстве от скрещиваний, в рекомбинантных 
инбредных линях, в родословных, природных и искусственных популяциях, 
с целью установления того, какие хромосомы или участки хромосом, вплоть 
до конкретных нуклеотидных сайтов, вносят вклад в изменчивость признака 
и какова доля этого вклада. В настоящее время накопление огромного количе- 
ства генотипических и фенотипических данных привело к тому, что от анали- 
за популяций Е,, серий рекомбинантных инбредных линий и родословных пе- 
реходят к анализу существующей изменчивости безотносительно какого-либо 
родства, в ходе чего выявляют связь генетической изменчивости на уровне 
первичной структуры с изменчивостью фенотипа на больших массивах дан- 
ных, касающихся любых особей данного вида. Этот подход называется ассоии- 
ативным картированием ОТГ. 

Как мы помним, маркерами называются гены, которые удобно анализи- 
ровать и локализация которых на генетической карте известна, Так что они 
маркируют собой соответствующий район этой карты. О расположении генов 
с не столь легко регистрируемым фенотипом, например, генов количествен- 
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ных признаков, можно судить косвенным образом по сцеплению, путем ана- 
лиза корреляции фенотипа с присутствием тех или иных аллелей маркера. 
Алгоритмы, связанные с анализом сцепления с маркерами, как правило, ос- 
нованы на применении метода максимального правдоподобия, с которым мы 
ознакомились ранее на более простом примере. Для этого применяют стати- 
стическую меру, называемую Горагут оЁ ОЧ4 5соге — соотношение правдо- 
подобия шансов, сокращенно ГОР соге. Она является десятичным логариф- 
мом отношения вероятностей фактически полученного результата при той 
или иной силе сцепления и при отсутствии сцепления между двумя локусами 
(например, локуса, определяющего количественный признак генетического 
маркера); фактически это разность двух функций максимального правдоподо- 
бия. Эта мера обладает аддитивностью и ее величина из разных опытов может 
суммироваться. Выглядит это примерно так, как на нижеследующем примере 
(рис. 22.7) со связью вероятности развития остеопороза с тем или иным участ- 
ком рекомбинационной генетической карты: 
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Рис. 22.7. Картирование локусов, имеющих вклад в развитие остеопороза, на рекомби- 
нантной генетической карте хромосом (СБг.1 - СБт.22, Х) человека. По вертикальной 
оси отложены значения ГОО, различные кривые представляют различные аспекты 
проявления остеопороза (сильный, умеренный, отдельно бедренных костей и позво- 
ночника; в оригинале выделено цветом) [еп.мпаре1а.оге] 
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Анализ же влияния конкретных полиморфных сайтов на ДНК матема- 
тически более прост (притом, что и получение исходных данных — сиквенс 
индивидуальных геномов — весьма ресурсоемко, как и расчеты). Он сводит- 
ся к множественному регрессионному анализу: значение признака рассма- 
тривается как сумма вкладов всех конкретных нуклеотидов во всех вариа- 
бельных позициях генома, каждый из которых может находиться в дозах 0, 
Ти 2. Доза каждого вариабельного нуклеотида в геноме есть отдельная шкала, 
относительно которой проводится самый обычный регрессионный анализ 
с применением метода наименьших квадратов и определяется коэффициент, 
с каким она входит в суммарное значение признака. Для большинства вари- 
абельных нуклеотидов этот коэффициент оказывается нулевым, но бывают 
нуклеотиды, у которых есть реальный вклад. Таким образом выявляют гены, 
полиморфизм последовательности которых влияет на признак. Далее идет 
более сложная задача совместного анализа присутствия-отсутствия разных 
нуклеотидов. 

К сожалению, для нуклеотидов в вариабельных позициях принят отвра- 
тительный термин ше МаеоН4е РоупогрЫ1$115. При этом по сути одна 
отдельно взятая морфа называется «полиморфизмом», а их совокупность — 
«полиморфизмами», что с терминологической точки зрения не лезет ни в ка- 
кие ворота. Нельзя сказать, кто ввел этот «термин» — он сложился стихийно 
на множестве малограмотных в широком смысле ученых-специалистов, и те- 
перь от него никуда не деться. Увы, это реальность наших дней с экспоненци- 
альным ростом объема научных исследований. Для этого термина принято со- 
кращение $МР, которое, также стихийно, часто произносится как «снип», хотя 
буквы «и» там нет. 

Заметим, что регрессионный анализ способен выявить только аддитивные 
вклады МР в значение признака. Более того, обнаружилась серьезная пробле- 
ма так называемой потерянной наследуемости (105 БегиаБ Шу ргоегз): оказа- 
лось, что вклады сотен тысяч З№Р всего генома описывают лишь первые десят- 
ки процентов аддитивной генетической составляющей изменчивости призна- 
ка. Например, в 2008 г. в голландское исследование классической проблемы — 
генетического контроля роста человека — было вовлечено 63 000 $МР, которые 
позволили объяснить 5 % аддитивной генетической дисперсии. В аналогичное 
исследование 2014 г. было вовлечено уже 253 288 МР, которые объяснили 17 % 
изменчивости. Заметим, что еще линейная регрессия Гальтона описывала 40 % 
изменчивости детей в зависимости от роста родителей (с учетом коэффициен- 
та родства детей и родителей 1/2, в данном случае, при сопоставлении с этой 
цифрой вышеприведенные доли изменчивости, объясненной на основании 
генотипов самих анализируемых индивидуумов, следует разделить на два). 
Остальная изменчивость, по-видимому, скрывается во вкладах ЗМР, остаю- 
щихся за пределами анализа — редких нуклеотидных вариантах в известных 
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полиморфных позициях и заменах в невыявленных полиморфных позициях, 
вкладом делеций-дупликаций, а также, возможно, неточной оценкой самой 
аддитивной генетической компоненты изменчивости. Кроме того, за кадром 
такого анализа заведомо остаются неаддитивная генетическая изменчивость, 
связанная с доминированием и, в еще большей степени, с взаимодействиями 
генов. В то время как ученые научились довольно точно определять эти ком- 
поненты изменчивости методами АМО\УА, выявление всех конкретных ме- 
жаллельных и межлокусных взаимодействий в отношении количественных 
признаков составляет пока нерешенную проблему генетики количественных 
признаков «в геномную эру». 


Пример практической пользы локализации ОТЕ 

Не везде сельское хозяйство носит стихийный характер, в некоторых 
странах оно организовано весьма грамотно. Можно привести весьма впечат- 
ляющий пример применения на практике современной генетики количествен- 
ных признаков из жизни молочной голдштейн-фризской (т.е. европейской 
по происхождению) породы крупного рогатого скота в США, которому посвя- 
щена статья в «Ргосее4и1$ оЁфе МаНопа! Асадету оЁ 5с1епсе оЁ\Фе 1.5.А.» кол- 
лектива авторов под руководством нашего соотечественника Дениса Ларкина. 
В развитых странах производство молока основано на специализированных 
молочных породах, предназначенных именно и только для этого. Молоко про- 
изводят коровы, тогда как быки молочных пород прямой хозяйственной цен- 
ности не имеют и нужны только для производства коров. Применение искус- 
ственного оплодотворения позволяет ограничиться содержанием лишь очень 
небольшого количества быков-производителей. Однако при этом остро встает 
проблема их отбора. Поскольку сам бык молока не производит, оценить потен- 
циал производителя в отношении удоев его дочерей можно только по самим 
дочерям. Это означает, что сначала нужно дорастить до половозрелости мно- 
гих быков, от каждого получить выборку дочерей, оценить их удои, и только 
после этого выбрать удачных производителей, а остальных пустить на мясо, 
что нерационально. Немудрено, что наиболее удачных производителей очень 
ценят и используют по максимуму. Было бы неплохо выбирать удачных произ- 
водителей сразу, не производя низкоудойных коров. 

В истории голдштейн-фризской породы в США наиболее знамениты 
два быка: Чиф (Пауни Фарм Арлинда Чиф), 1962 г. рождения, и его сын Марк 
(Уоквэй Чиф Марк), 1978 г. рождения; последний имел около 60 000 дочерей. 
Каждый из этих быков обеспечил около 7 % всех геномов этой породы в Се- 
верной Америке. На основании сохранившихся биоматериалов этих быков 
были просеквенированы и сравнены их полные геномы. Всего было найдено 
около 2,5 млн $М№Р (вариантов нуклеотидов в полиморфрых позициях), из них 
1,2 у Марка и около 0,75 млн у Чифа. В геноме Марка были выявлены фрагмен- 
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ты, полученные от Чифа и от матери, а у Чифа — фрагменты, не переданные 
Марку. Затем гаплотипы генома Чифа были прослежены у 1 149 его быков-по- 
томков в семи поколениях; в среднем они унаследовали от 10 до 30 % аллелей 
Чифа. На основании присутствия тех или иных нуклеотидов в полиморфных 
позициях на 16 хромосомах установили 49 участков хромосом (гаплотипов), 
частота которых у потомков статистически (с 1 % уровнем значимости) превы- 
шала ожидаемую за счет сегрегации без отбора. Из этих 49 участков 42 совпа- 
ли с ранее выявленными ОТГ, влияющими на производство молока. Однако 
они могли попасть в геном потомков Чифа и не от самого Чифа, а просто ока- 
зались частыми в голдштейн-фризской породе. Поэтому частоту гаплотипов 
у потомков Чифа сравнили с таковой у не-потомков Чифа иу 35 гаплотипов 
зарегистрировали превышение частоты встречаемости у потомков Чифа над 
таковой у не-потомков, 12 из которых совпали с теми 11 гаплотипами, частота 
которых среди потомков Чифа превосходила частоту, ожидаемую на основа- 
нии простой сегрегации. Эти 11 гаплотипов содержали 3 504 $МР, из которых 
82 находились в экзонах и 29 были несинонимичны. На этой основе выявили 
11 кандидатов на гены молочности, фертильности и устойчивости к болезням. 
Очевидно также, что данные результаты дают в руки животноводов способ 
оценки будущих быков-производителей сразу по их рождению. Дело за ма- 
лым — в их доступе к современной молекулярной кухне, который в США, ко- 
нечно же, имеется. 


22.10. Частота возникновения спонтанных мутаций, 
влияющих на количественные признаки 


В 60-е гг. ХХ в. в рамках «теории полигена» начались весьма тонкие и тру- 
доемкие эксперименты по определению частоты возникновения спонтанных 
мутаций по генам количественных признаков. Начало им положил японский 
генетик Теруми Мукаи. Он изучал скорость появления мутаций, влияющих 
на общую жизнеспособность в хромосоме 2 дрозофилы. С помощью рассмо- 
тренной в разделе 18.2 балансерной системы Су /Рт одна конкретная вторая 
хромосома, взятая из популяции дикого типа, была размножена и ее копии 
поддерживались в серии линий на изогенном фоне в ряду поколений путем 
бэккросса нату же самую балансерную линию. При этом в каждое новое поко- 
ление бралась одна случайно выбранная копия этой хромосомы. Посредством 
такого случайного выбора вторая хромосома была выведена из-под действия 
естественного отбора, направленного на поддержание жизнеспособности. 
Имелась возможность взять вторую хромосому от каждого поколения, раз- 
множить ее и получить выборку мух, несущих эту хромосому в гомозиготе или 
в гетерозиготе с хромосомой, полученной от одной и той же исходной линии, 
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поддерживаемой без выбора единственной особи в каждом поколении (в этой 
линии возможен естественный отбор против вредных мутаций, поддержива- 
ющий жизнеспособность на одном уровне). С течением времени наблюдалось 
падение жизнеспособности гомозигот по испытуемой хромосоме 2, идущее 
неравномерно в разных линиях. К 60 поколению жизнеспособность гомозигот 
в среднем (без учета линий, в которых возникли летали) упала вдвое. Расче- 
ты показывали, что это снижение вызывалось мутациями, каждая из которых 
снижает приспособленность не более чем на 2-3 %, а скорость их накопления 
составляет около 0,12 на хромосому 2 за одну генерацию, что соответствует 
около 0,3 мутации на гаплоидный геном. Это в 30—40 раз выше, чем скорость 
накопления мутаций с сильным эффектом — леталей и полулеталей. Вновь 
возникающие мутации имели доминантность около 0,4, т.е. фактически были 
полудоминантыми. Заметим, что средняя доминантность мутаций с подоб- 
ным эффектом, выделяемых из равновесной популяции дикого типа была 
вдвое ниже и составляла около 0,2 (от 0,09 до 0,26 в разных опытах), что легко 
объясняется тем, что в равновесной популяции мутации с более высокой до- 
минантностью элиминируются естественным отбором на жизнеспособность, 
и генетический груз в отношении жизнеспособности сформирован в основ- 
ном мутациями, близкими к рецессивным. 

Дальнейшие исследования показали, что скорость появления мутаций 
с мягким количественным эффектом в этой серии опытов была недооценена 
за счет недоучета мутаций с очень слабым эффектом. В частности, оказалось, 
что вредный эффект мутаций усиливается и проявляется в неблагоприятных 
условиях среды (таких как разведение корма, высокая плотность популяции 
и т.д.), в которых жизнеспособность мух после того же количества поколе- 
ний без отбора падала практически до нуля. Оценки скоростей возникновения 
спонтанных мутаций с количественным эффектом, полученные в разных экс- 
периментах на дрозофиле, варьировали в пределах от 0,3 до 1,5 на поколение. 
В качестве простой приблизительной оценки принято считать, что каждая 
муха в среднем несет одну такую новую спонтанную мутацию. 

В дальнейшем подобные исследования многократно проводились 
на дрозофиле, а также на таком удобном лабораторном объекте, как нема- 
тода СоепотрарАЙез @езаиз и арабидопсис. В 1896 г. в США был начат так на- 
зываемый Иллинойский эксперимент по отбору сорта кукурузы Вигг’з УВ Ее 
в направлении повышения и понижения содержания масла и белка в семе- 
нах, который является самым длительным экспериментом в истории био- 
логии и продолжается до сих пор. Он также свидетельствовует о высоких 
скоростях накопления мутаций с мягким количественным эффектом. В част- 
ности, на 70 поколении отбора было выявлено около 50 ОТГ, объяснявших 
различия по содержанию масла между популяциями, отбиравшихся на его 
увеличение и уменьшение. 
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Следует оговорить, что подобные исследования требуют применения се- 
рьезного стастистического аппарата, в частности, для оценки компонентов ва- 
риансы и наследуемости количественных признаков и их динамики, средних 
значений и варианс эффекта и гетерозиготности возникающих мутаций и пр. 
Не все эксперименты приводили к сходным результатам, однако в целом под- 
твердился общий вывод о том, что мутации с небольшим эффектом на коли- 
чественные признаки возникают гораздо чаще, чем мутации с качественным 
эффектом. Интерпретация этих результатов не составляет особой трудности. 
Качественные эффекты возникают вследствие мутаций в структурной части 
генов, тогда как количественные признаки, как правило, зависят от уровня 
экспрессии генов. Уровень экспрессии зависит от хромосомного окружения 
гена и может изменяться вследствие мутаций в прилегающей к кодирующей 
части ДНК, которая представляет собой гораздо большую мишень для мута- 
ций, чем сама кодирующая часть. Что интересно, распределение спонтанных 
и индуцированных этилметансульфонатом мутаций по силе их эффекта не 
совпадает — среди спонтанных мутаций значительно больше мутаций со сла- 
бым эффектом. Это может объясняться тем, что мутации со слабым эффектом 
скорее всего не являются точковыми; вероятно, они возникают вследствие пе- 
ремещений мобильных элементов в протяженных межгенных промежутках, 
которые могут оказывать эффект на экспрессию генов. Однако речь идет не 
об активизации мобильных элементов при эффектах, подобных гибридному 
дисгенезу у дрозофилы, а о некоем базовом уровне спонтанных перемеще- 
ний мобильных элементов из разных семейств. Заметим, что у арабидопсиса, 
в крошечном геноме (приближающемся к эффективному геному) которого 
активность мобильных элементов пренебрежимо мала, минимальная оценка 
скорости спонтанных мутаций с количественным эффектом была оценена как 
0,1 на геном на поколение. 

Если мутации в структурных частях генов, как правило оказывающих 
качественный эффект на фенотип, происходят с характерной частотой 10°5, 
то исходя из опытов Мукаи, которые гласят, что мутации с количествеными 
небольшими эффектами возникают на два порядка чаще, следует заключить, 
что регуляторные области мутируют с характерной частотой 10“. Поскольку 
эволюция и селекция в большей степени сводятся к изменению множества 
количественных признаков, в первую очередь физиологических, чем к более 
заметным качественным изменениям, высокая спонтанная частота мутаций 
с количественным эффектом создает для них неплохую базу изменчивости. 
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ГААВА 75 


ПОПУЛЯЦИОННАЯ ГЕНЕТИКА 


23.1. Вводные замечания 


Наука, по сути, состоит из вопросов, которые человек задает природе, 
и ответов на них, которые ему удается получить. Среди вопросов, которыми 
занимается генетика, есть два весьма важных. Первым из них она занимает- 
ся непосредственно — каково разнообразие живых объектов. Второй вопрос 
в основном находится в ведении другой отрасли биологии, но генетика опо- 
средованно отвечает и на него — как живые объекты изменяются во времени, 
иными словами — как происходит биологическая ЭВОЛЮЦИЯ. 

Разнообразием живых объектов и его описанием традиционно занима- 
лись ботаника, зоология и микробиология. Они различали в природе виды 
и описывали их. У большинства Животных И растений ВИДЫ действительно 
существуют, или же понятие вида применимо к ним как хорошее первое при- 
ближение. Внутривидовая изменчивость особей скорее составляла проблему 
ДЛЯ традиционных ботаники и зоологии, основанных на типологической кон- 
цепции вида (в наиболее утрированной форме — видами являются все отли- 
чимые друг ОТ друга классы биологических объектов, если отличия не касают- 
СЯ разных ПОЛОВ И возрастов). Однако именно внутривидовая изменчивость 
стала основным предметом генетики. Генетика описывает его в терминах раз- 
личных аллелей, генотипов, фенотипов и их частот. 

Биологическая ЭВОЛЮЦИЯ В современном понимании (утратившим СВЯЗЬ 
сэтимологическим значением «разворачивание», предполагающим некую про- 
грамму и даже цель) представляет собой любое изменение биологических объ- 
ектов в течение времени, существенно превосходящем длительность одного 
поколения. Следовало бы добавить — любое наследственное изменение, и это 
добавление уже является вкладом генетики. Таким образом, вопрос о том, как 
и почему происходит эволюция, МОЖНО переформулировать как вопрос О ТОМ, 
каки почему изменяется то, что составляет предмет генетики — а именно ал- 
лели, генотипы, фенотипы и их частоты. Эволюцию можно условно разделить 
на микроэволюцию — изменения, происходящие заведомо в пределах одного 
вида, и макроэволюцию — изменения на уровне вида и выше, причем наибо- 
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лее интересно рассмотрение изменений самих видов, а именно их «размноже- 
ние» (дивергенция), «смерть» (вымирание) и изменение непосредственно ди- 
агностических признаков видов после дивергенции (филетическая эволюция, 
анагенез; способность видов к таким изменениям, судя по всему, сильно пере- 
оценивалась). 

Существует давний (псевдо) философский спор о том, «сводится или не 
сводится» макроэволюция к микроэволюции (или «выводится» ли первая 
из второй). Как обычно, проблема упирается в значение тех понятий, которые 
стоят за словами «сводится» и «выводится». Определять подобные термины 
бесполезно, но понять в чем суть дела — возможно, прежде всего, на поучи- 
тельных примерах хорошо понятных нам ситуаций. Прекрасную аналогию 
дает нам физика, а именно отношение механики и термодинамики. Нет ника- 
кого сомнения, что за всеми термодинамическими явлениями стоит упругое 
соударение молекул. Однако даже задача трех тел в механике не допускает пря- 
мого решения, тем более термодинамические закономерности не могут быть 
выведены из законов механики и требуют своего собственного рассмотрения 
и описания, как теоретического, так и эмпирического. Примерно такой же ха- 
рактер имеет и «соотношение» микроэволюции и макроэволюции. 

К изучению макроэволюции имеют отношение такие разделы генетики, 
как генетика развития, филогенетика и геномика — если, конечно, считать 
вторую и третью отраслями генетики, что довольно неоднозначно. Микроэ- 
волюцией же занимается такой раздел генетики, как популяционная генетика, 
которая как раз и имеет дело с частотами аллелей, генотипов, фенотипов и их 
изменениями. По сути, именно микроэволюция и является ее предметом, хотя 
с таким смелым утверждением вряд ли все согласятся. 

Популяционная генетика — обширнейшая отрасль генетики; ее основное 
содержание носит математический характер и основано на теории вероятно- 
стей, математической статистике, комбинаторике, математическом анализе. 
В этом отношении она подобна генетике количественных признаков, и ее ос- 
воение требует не менее серьезной математической подготовки. Открывая лю- 
бой, даже самый простой, учебник по популяционной генетике, большинство 
генетиков-экспериментаторов испытывают культурный шок и поскорее его 
закрывают. (Нужно также сказать, что во всех таких учебниках изложение по- 
строено совершенно по-разному, так что на первый взгляд их содержание имеет 
не много общего.) Поэтому данная глава с необходимостью касается не столько 
содержания популяционной генетики, из которого в качестве примера приво- 
дятся только самые тривиальные случаи, сколько попыток показать ее необхо- 
димость и обозначить ее место в контексте общей генетики. Мы рассмотрим 
самые упрощенные модели и простые примеры, причем более глубокое иссле- 
дование каждой из приведенных ситуаций потребовало бы вовлечения гораздо 
более сложного математического аппарата; многие результаты будут приводить- 
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ся без вывода. И в этой главе мы иногда вынуждены давать параметрам обозна- 
чения, не совпадающие с таковыми в первоисточниках, так как в рамках одной 
главы мы объединяем много тем и некоторые буквы оказываются занятыми. 
Эти обозначения не совпадают с принятыми в предыдущей главе. 

Начало популяционной генетике было положено работами Годфрея Ха- 
рольда Харди и Вильгельма Вайнберга, одновременно опубликованными 
в 1908 г. и касающимися равновесных частот генотипов в отношении двух 
аллелей менделевского локуса. Теория популяционной генетики была в це- 
лом создана к 30-м гг. прошлого столетия такими выдающимися учеными, 
внесшими огромный вклад также и в математическую статистику, как Ро- 
нальд Фишер, Джордж Холдейн и Сьюэлл Райт. Изучение природных попу- 
ляций было начато С.С. Четвериковым в 1920-е гг. и активно продолжено 
1950—60-е гг. Теодором (Федором) Добжанским, Эдвардом Фордом и Джоном 
Мэйнардом Смитом, занимавшимися также теоретической разработкой пред- 
мета. В 1960—70-е гг. популяционная генетика получила новый импульс раз- 
вития за счет появления обширных молекулярных данных. Огромный вклад 
в теорию и популяционной генетики, и молекулярной эволюции внесли Мотоо 
Кимура, Томоко Ота и Джеймс Кроу. В настоящее время популяционная ге- 
нетика фактически сливается с геномикой и биоинформатикой, и не столько 
потому, что полные геномы начали секвенироваться у многих особей из попу- 
ляций, сколько потому, что данные даже одного полного генома содержат мно- 
го популяционно-генетической информации, например — средней по геному 
гомозиготности. Хорошим примером служит возможность оценки популяци- 
онных параметров недавно открытого денисовского человека фактически на 
основе его первого полного генома. 


23.2. Популяция 


Прежде чем начнем отвечать на поставленный выше вопрос — как и по- 
чему изменяются аллели, генотипы, фенотипы и их частоты, мы должны опре- 
делиться с областью рассмотрения — где именно происходят интересующие 
нас изменения. Необходимость очертить объект подобного исследования 
и привела к появлению понятия популяции. 

Определений популяции наверняка существует много. Но поскольку 
любое определение «по определению» несовершенно, бывает лучше дать соб- 
ственное определение, исходя из имеющегося понимания предмета, чем унас- 
ледовать возможные недостатки определений предшественников. Итак: 

Популяция — это совокупность особей одного вида, занимающих опреде- 
ленное пространство в течение времени много большего, чем время жизни од- 
ной особи, более или менее отграниченная от других подобных совокупностей 


598 Глава 23. Популяционная генетика 


и связанная перемешиванием генов разных особей посредством полового раз- 
множения или непосредственным перемешиванием особей в пространстве. 

Понятие «пространство» в данном случае допускает широкую трактовку. 
Чаще всего это территория или акватория. Это может быть также объем — до- 
пустим, мы исследуем популяцию дафний в сосуде. Иногда роль пространства 
(зигри1зе!) может принимать на себя и время — популяциями можно считать 
непересекающиеся годовые когорты, допустим, цикад, развивающихся в поч- 
ве в течение нескольких лет — если личинка развивается строго четыре года, 
то на одной территории может существовать четыре разных популяции таких 
цикад, имаго каждой из которых появляются над землей раз в четыре года. 
Могут быть и более специфические варианты, например, для каких-нибудь 
паразитов можно считать таким пространством совокупность всех полосати- 
ков Брайда Тихого океана (вид усатых китов), в отличие от совокупности всех 
полосатиков Идена того же океана. Лососи, нерестящиеся в разных реках, не- 
сомненно составляют отдельные популяции, однако большую часть жизни их 
особи проводят в одном и том же океане. Их популяции оказываются разде- 
ленными в пространстве лишь в ключевой момент онтогенеза составляющих 
их особей, связанный с размножением. 

Идея популяции основывается на таком явлении, как перемешивание 
аллелей, которое в пределах популяции облегчено, а между популяциями за- 
труднено или отсутствует. Для большинства эукариот такое перемешивание 
достигается за счет полового размножения. Однако чтобы «не оставить без по- 
пуляций» виды, размножающиеся преимущественно или только вегетативно 
или партеногенетически, а также всех прокариот, в определении необходимо 
предусмотреть перемешивание аллелей посредством физического перемеши- 
вания несущих их особей. 


23.3. Идеальные популяции 


Нетрудно догадаться, что облегчение генного обмена внутри популяции 
и его затруднение между популяциями суть количественные, а не качествен- 
ные аспекты обмена генами. Любое сохранение возможности обмена генами 
между популяциями делает их нечетко отграниченными друг от друга, так что 
понятие популяции в целом есть абстракция и, как правило, всего лишь удоб- 
ное упрощение действительности, ее первое приближение. Неудивительно, что 
значительная часть теории популяционной генетики была создана на основе 
именно абстрактной популяции, обладающей идеализированными свойства- 
ми, для чего даже был введен термин идеальная популяция. Несмотря на свою 
абстрактность, и идеальная популяция как умозрительный объект, и теорети- 
ческие построения на ее основе, оказываются весьма полезными для изуче- 
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ния реальных биологических объектов, в связи с чем уместно вспомнить, как 
в своей работе «Рассуждение о неравенстве», появившейся в 1754 г, Жан-Жак 
Руссо говорит о «естественном состоянии» общества как о «положении, кото- 
рое не существует больше, возможно, никогда не существовало, вероятно, ни- 
когда не будет существовать и о котором тем не менее необходимо иметь пред- 
ставление, для того, чтобы правильно судить о нашем теперешнем состоянии». 

В популяционной генетике предложено много разных упрощенных теоре- 
тических моделей, многие из которых предлагают разные модели идеальной по- 
пуляции. В общем случае идеальная популяция определена для видов раздель- 
нополых или обоеполых, но с половым размножением, требующим двух особей. 
«Наиболее идеальной» можно считать популяцию, обладающую следующими 
свойствами: 1) количество особей в популяции постоянно, 2) скрещивание лю- 
бой особи с любой другой особью (противоположного пола, если объект двупо- 
лый) случайно и равновероятно, 3) все особи имеют одинаковую приспособлен- 
ность (жизнеспособность, скорость индивидуального развития, плодовитость), 
4) особи не покидают популяцию и не проникают в нее извне, 5) новые аллели 
не возникают за счет мутаций. Условие 2) называется панмиксией (причем в «са- 
мом идеальном случае» организмы предполагаются гермафродитами), условие 
3) есть отсутствие естественного отбора, условие 4) есть отсутствие миграции. 
Во многих моделях условия 3) и/или 5) не применяются, тем не менее такие умо- 
зрительные популяции все же называют идеальными. 

Отметим, что условие панмиксии означает, что идеальная популяция 
не имеет протяженности, фактор пространства не важен, по сути это одна 
точка — все подходящие особи находятся на «расстоянии протянутой руки». 
Этакая одна большая свингер-вечеринка без контрацепции. Однако неболь- 
шой изолированный городок с патриархальными нравами не в меньшей сте- 
пени подходит в качестве примера, так как речь может идти и о достаточ- 
но случайном выборе постоянного партнера на всю жизнь. Мы же говорим 
о случайности для каждого события слияния гамет, а многие виды, произ- 
водящие миллионы потомков, спариваются один раз в жизни. На достаточ- 
ных промежутках времени эти случаи неразличимы, главное, что в выборе 
полового партнера регулярно присутствует элемент случайности и, главное, 
равновероятности. 

Существуют несколько вариантов идеальной популяции. Идеальная по- 
пуляция, предложенная Харди и Вайнбергом в 1908 г., имела бесконечный раз- 
мер. Более поздние, сложные и информативные модели идеальных популяций 
имеют фиксированный размер (№). Идеальная популяция Фишера — Райта 
имеет дискретные, неперекрывающиеся поколения. Этому допущению хоро- 
шо соответствуют многие насекомые высоких широт, имеющие одно поколе- 
ние в теплый сезон. Однако чаще всего у таких видов часть яиц или куколок 
«пропускает» сезон или два, в виде адаптации к возможности «провальных 
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сезонов», когда все особи в активных фазах погибают, и популяция восстанав- 
ливается из таких «второгодников». 

Идеальная популяция, предложенная Патриком Мораном, имеет пе- 
рекрывающиеся поколения, однако время остается дискретным. В каждый 
цикл модели одна особь случайно выбирается для размножения и оставля- 
ет двух потомков (четыре на две особи, размножающиеся половым путем), 
а одна — погибает. Она ближе к действительности для несезонных насеко- 
мых (например, тропических) и позвоночных. Ей хорошо соответствует та- 
кая экспериментальная модель, как популяционный ящик дрозофил. Однако 
в этой модели не предусмотрено такое явление, как старение, т. е. тот факт, 
что в природе репродуктивный период имеет определенную предельную 
длительность. В популяции Морана смерть особи наступает в силу сугубо 
случайных причин, т. е. особи потенциально бессмертны и всегда способны 
к размножению; в этом отношении данная модель больше похожа на модель 
радиоактивного распада. 

Какие параметры мы можем определить для подобных идеальных попу- 
ляций в конкретный момент времени: 

— количество особей М; 

— количество К имеющихся аллелей любого локуса а, .... а, а на этом осно- 
вании: 

- количество возможных разных генотипов а, а, где 1 изменяются 
от 1 до К, а] — от 1 до 1 (перестановки объединяются); 
— частоты этих генотипов }, „р а На этом основании: 


— частоты аллелей }, = а (1=1...К). 


23.4. Соотношения Харди — Вайнберга 


Когда речь заходит о том, чтобы ознакомить студентов с популяционной 
генетикой в объеме одной лекции, чаще всего слышишь совет: «А ты дай им 
соотношение Харди — Вайнберга». Это достаточно симптоматично для уров- 
ня теоретической подготовки современных ученых и желательного для них 
уровня подготовки студентов, поскольку установление соотношений Харди — 
Вайнберга было той отправной точкой, с которой популяционная генетика на- 
чалась более столетия назад. Впрочем, и нам не удастся уйти далеко от этой 
отправной точки в одной главе. 

Проще всего рассмотреть эти соотношения для идеальной популяции 
Фишера — Райта (с неперекрывающимися поколениями). Мы также будем 
рассматривать только аутосомные локусы. В таком случае идеальная популя- 
ция — это мешок перемешанных гамет обоего пола, каждая из которых несет 
какой-то аллель. Каковы бы ни были частоты генотипов в предыдущем поко- 
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лении (зная которые, мы можем подсчитать частоты аллелей), в следующем 
поколении каждая образующаяся зигота может получить от матери любой 
из К аллелей с вероятностью р,, которая равна популяционной частоте этого 
аллеля: р, = т „ Мы имеем вектор вероятностей для К разных аллелей. Ровно то 
же самое мы можем получить и от матери, с тем же самым вектором частот. 
Условие равновероятности полового размножения с любым подходящим пар- 
тнером означает равновероятность встречи гамет с разными аллелями. Соот- 
ветствующие вероятности перемножаются: 


Ри =Р..Р.. 


1 


В такой записи генотипа мы предполагаем, что первым идет аллель, по- 
лученный от матери, вторым — от отца (можно наоборот), при этом у нас по- 
лучатся пары неразличимых гетерозиготных генотипов типа а, а, и а, а, когда 
одна и та же пара аллелей образуется двумя разными путями — первый от ма- 
тери, второй от отца, и наоборот. 

Чтобы узнать вероятности образования зигот со всеми возможными ге- 
нотипами, нам нужно перемножить два вектора вероятностей для гамет каж- 
дого пола и суммировать вероятности для неразличимых пар гетерозиготных 
генотипов. Нам не обязательно представлять все это в виде двумерной матри- 
цы, можно сразу записать два типа результатов, которые мы получим для го- 
мозигот и гетерозигот (здесь снова { изменяется от 1 до К, а} — от 1 дой: 


р. = о 2 для гомозигот, 


а: а; 


Рана = 2, Л, для гетерозигот. 


Это и есть знаменитые соотношения Харди — Вайнберга. 

(Две формулы с коэффициентом 2 и условием 1 = ] во второй из них воз- 
никают вследствие того, что мы не различаем генотипы а, а, и а, а; если бы то, 
какой аллель поступил от отца, а какой — от матери, имело значение, мы огра- 
ничились бы одной формулой — = .- Л). 

Для простого примера всего двух аллелей, а и а, и, соответственно, трех 
возможных генотипов зигот а, а, ‚ а, а, и а, а, получаем следующие вероятно- 
сти того, что зигота окажется одного из них: 


2 2 

а: ? 21, Л, а * 
Графически соотношения Харди — Вайнберга для двух аллелей представ- 
лены на рис. 23.1. Нетрудно убедиться, что при равенстве частот двух аллелей 


мы получаем Менделево соотношение генотипов в потомстве гетерозигот. 


Заметим, что в модели Фишера — Райта соотношения Харди — Вайнберга 
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между вероятностями об- 
разования гомозигот и ге- 
терозигот воспроизводят- 
ся в каждом поколении 
и устанавливаются в пер- 
вом же поколении, каки- 
ми бы ни были изначаль- 
ные частоты диплоидных 
генотипов, которые мы 
«запустили» в идеальную 
популяцию. При условии 
панмиксии, соотношения 


генотипов зигот в каждом 


р-0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 поколении зависят только 
4-1 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0 от частот аллелей в вы- 


Рис. 23.1. Соотношения Харди — Вайнберга для двух борке аллелей, поучаство- 


аллелей, а1 и а2, и различных значений частоты р ал- вавших в размножении. 


леля а1 и частоты 4 = 1 - р аллеля а [еп.мяре41а.оге., Но что будет про- 
Тобпаа, СС ВУ-5А 3.0, Б&рз://сопипопз мкипеа. исходить с вероятно- 
оге/м/ш4ех.рЬр?сий4 = 6045237] стями образования зи- 


гот С определенными 
генотипами со временем (которое в модели Фишера — Райта дискретно)? 
Интуитивно кажется, что ничего, поскольку в каждый момент времени (в 
каждом поколении, если модель предполагает поколения) должны воспро- 
изводиться одни и те же вероятности генотипов гамет и зигот. Но это верно 
лишь для идеальной популяции Харди — Вайнберга бесконечного размера, 
В которой понятие частоты по сути теряет смысл как отношение двух бес- 
конечных величин, так что имеет смысл пользоваться только вероятностя- 
ми. В такой популяции мы просто получаем вероятности генотипов зигот 
Р.,.з В соотношениях Харди — Вайнберга, исходя из вероятностей различных 
гамет р,› механизмов же изменения вероятностей аллелей модель просто не 
предполагает. Популяции конечного, но очень большого размера по своим 
свойствам приближаются к бесконечным, частоты аллелей и генотипов прак- 
тически совпадают с их теоретическими вероятностями и не меняются со вре- 
менем. Это постоянство частот генотипов в очень больших идеальных попу- 
ляциях называется принципом Харди — Вайнберга, а сами такие популяции 
являются неизменными во времени (равновесными). Однако равновесные по- 
пуляции представляют собой лишь предельное состояние при №, стремящемся 
к бесконечности. 
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23.5. Генный дрейф 


В чем же состоит эффект конечного размера популяции М в ситуациях, 
когда мы не можем им пренебречь (М не слишком велико)? 

Рассмотрим идеальную популяцию Фишера — Райта. Условие постоян- 
ства М предполагает, что при образовании каждого поколения мы случайно 
(условие панмиксии) достаем «из мешка» (общего пула) 2М аллелей, по два 
на каждую из М новых особей. Условие отсутствия отбора предполагает, что 
вклад аллелей каждой из М особей в этот «мешок» равновелик. Осталось опре- 
делиться, рассматриваем ли мы модель выборки с возвращением или без воз- 
вращения. Сделав так много очень сильных допущений, сделаем еще одно 
вполне реалистичное — что гамет много больше, чем образующихся зигот, так 
что можно пренебречь конечностью выборки гамет и рассматривать выборку 
с возвращением, когда вероятность выбрать аллель а, не зависит от результа- 
тов предыдущего выбора. Тогда вероятность достать из мешка гамету с 1-м ал- 
лелем р, действительно равна частоте этого аллеля среди особей предыдущего 
поколения Л» как мы и положили выше. 

Обозначим поколение, с которого мы начали, как нулевое. Каковы будут 
частоты разных аллелей в выборке из 2М гамет, которые сформируют популя- 
цию следующего, первого поколения размером М№ особей? Вероятности того, 
что в выборке конечного размера получится то или иное количество объектов 
т, разных типов, где { изменяется от 1 до К, с известными вероятностями Р? 
каждого типа, описывается полиномиальным распределением, о котором уже 
говорилось в главах 5 и 12. 


! 
ев, 


т ту й 


! 
т, !..т, ! 


Если нас интересует только один аллель с вероятностью р, то количество 
несущих его гамет описывется биномиальным распределением 


Р(т) = Сур" (1-р". 


Матожидание этого распределения есть р№, матожидание частоты {= и/М 
аллеля, за которым мы следим, есть р. Это означает, что частота аллеля в пер- 
вом поколении будет флуктуировать вокруг частоты этого аллеля в предыду- 
щем, нулевом поколении: «в среднем» она не изменится, но в каждом конкрет- 
ном случае может и измениться, причем равновероятно может увеличиться 
либо уменьшиться. Поколение спустя, во втором поколении, частота аллеля 
будет флуктуировать уже вокруг частоты аллеля в первом поколении (каким 
бы ни была частота в нулевом поколении) и так далее. Мы имеем классическую 


604 Глава 23. Популяционная генетика 


марковскую цепь, процесс случайных блужданий. 

В теории вероятностей марковскими цепями называют класс моделей, 
рассматривающих последовательности случайных событий, вероятность ко- 
торых зависит от текущего состояния, но не от предыстории, т. е. от настояще- 
го, но не от прошлого (система «не имеет памяти»). Простейшая марковская 
цепь — игра с монеткой, когда сумма выигрыша возрастает с каждым орлом 
и уменьшается с каждой решкой. Хотя это выглядит контринтуитивно, в мар- 
ковских процессах, подобных игре с монеткой или флуктуациям частоты ал- 
леля в ряду поколений, вероятность случайно блуждающей частоты остать- 
ся вблизи исходных значений невелика, а распределение ее значений быстро 
уплощается, так что плотность вероятности довольно быстро «размазывает- 
ся» по области определения частоты (от 0 до 1). 

Мы только что описали явление, известное как генный дрейф — стоха- 
стические флуктуации аллельных частот в популяции. В свое время в отече- 
ственной генетике для него был также предложен термин «генетико-автома- 
тические процессы»; он хорошо подчеркивает, что эти процессы являются ма- 
тематической неизбежностью и не могут не происходить, но не очень вяжется 
с их ненаправленностью и непредсказуемостью (кроме общих параметров из- 
менчивости). 

Чаще всего генный дрейф вспоминают в связи с изменениями (обычно 
резкими сокращениями) численности популяции, но мы только что увидели 
его в идеальной популяции фиксированного размера. Посмотрим, какое от- 
ношение к генному дрейфу может иметь переменная численность популяции. 

Оценить вероятности значений т и р в п-м поколении можно в качестве 
суперпозиции и биномиальных распределений, математически это сложно, 
с использованием численных компьютерных моделей — гораздо проще. Поня- 
тие «скорости случайных блужданий» вряд ли имеет смысл иначе как скорость 
«расползания» распределения вероятностей значений т и р в каждом поколе- 
нии. «Скорость расползания распределения» можно оценить с помощью при- 
роста его среднеквадратического отклонения за единицу времени (оно отра- 
жает размах распределения и имеет ту же размерность, что и сам параметр). 
В нашем случае для величины т это будет среднеквадратическое отклонение 
вышеприведенного биномиального распределения, характеризующего флук- 


туации т в каждом поколении, которое есть \/М№,(1— Р). Для частоты оно 


будет /ра-р)/М. Мы видим, что «скорость расползания» распределения 
частоты р в ряду поколений обратно пропорциональна квадратному корню 


из М. Таким образом, чем меньше популяция, тем быстрее в ней изменяются 
аллельные частоты под действием генного дрейфа. С увеличением размера по- 
пуляции эффект генного дрейфа уменьшается, выборочные частоты прибли- 
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жаются к теоретическим вероятностям, задаваемым аллельными частотами 
в предыдущем поколении, и популяция по своим свойствам в пределе прибли- 
жается к идеальной равновесной популяции бесконечного размера, параме- 
тры которой со временем не меняются. 

Понятно, что при резких сокращениях численности популяции резко 
возрастает и скорость дрейфа. Сделаем первое отступление от модели идеаль- 
ной популяции и шаг в сторону реальных популяций — допустим изменение 
размера популяции. Выше мы рассмотрели генный дрейф при размножении 
идеальной популяции постоянного размера с дискретными поколениями. Ген- 
ный дрейф при уменьшении размера популяции можно рассматривать и вне 
связи с размножением (в то время как увеличение предполагает размножение). 
Уменьшение размера с № до №’можно рассматривать как выборку без возвра- 
щения размера № из генеральной совокупности размера №. Обозначим ко- 
личество носителей какого-то интересующего нас генотипического класса 
до и после сокращения численности соответственно как т и "1, а его частоты 
как } = т/М и Г’ = тт/№. Вероятность получения и?’ объектов нужного класса 
после сокращения размера популяции будет описываться гипергеометриче- 
ским распределением (см. раздел 5.4). Оно близко к биномиальному, его сред- 


нее — №}, среднеквадратическое отклонение — \/М№'/(1- ЛМ - №')/(М-1). 


Переходя от численностей к частотам путем деления на №, имеем матожида- 
ние частоты РГобъектов данного класса после сокращения численности, рав- 


ное }, и среднеквадратическое отклонение \|/(1- Г)(М-М№'/(№М-1)М№' или 


уЛа-Л)а/М№' гдеа = (М- №)/(М - 1), с точностью до минус единицы в зна- 
менателе — это та доля численности, которую потеряла популяция (если со- 
кращение численности очень велико, №>>№, ее можно принять за единицу). 
Таким образом, размах случайного изменения частоты интересующего нас 
объекта, оцененный как среднеквадратическое отклонение распределения 
вероятностей новой популяционной частоты, пропорционален квадратному 
корню из относительной потери популяцией своей численности и обратно 
пропорционален квадратному корню из новой численности, и он тем больше, 
чем больше численности потеряно популяцией. 

Генный дрейф при сокращении численности популяции обычно иллю- 
стрируют примерами с гаплоидными организмами, так как при этом часто- 
та генотипов одновременно есть частота аллелей. Нам нужно просто осуще- 
ствить выборку без возвращения № объектов из генеральной совокупности 
объема №. Иллюстрация с диплоидами была бы более сложна, так как для из- 
учения новых частот аллелей нам пришлось бы рассмотреть мультигипергео- 
метрическое распределение для всех возможных генотипов особей; для случая 
двух аллелей — гетерозигот и двух типов гомозигот. Однако в наших грубых мо- 
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делях нам ничего не стоит организовать сокращение численности популяции 
во время размножения. Если мы сохраняем допущение о том, что до размно- 
жения гамет образовалось много больше, чем поучаствовало в размножении, 
то новые частоты аллелей будут описываться биномиальным распределением, 
как и после обычной смены поколений. Однако выборка гамет, участвующих 
в размножении при формировании поколения особей после сокращения чис- 
ленности, будет иметь объем не 2М, а 2№. В формуле для среднеквадратическо- 
го отклонения частот, которое отражает разброс получаемых значений, объем 
выборки фигурирует под корнем в знаменателе, и чем новый объем выборки 
меньше, тем этот разброс, естественно, будет больше. 
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Давайте сделаем другое отступление от идеальной популяции, разрешив 
возникновение новых аллелей за счет мутаций, но оставив размер популяции 
постоянным. Введем скорость мутирования г — количество мутаций, возни- 
кающих за единицу времени в данном локусе. Имеется в виду не количество 
новых алллей, возникающих в популяции, а количество мутаций, возникаю- 
щих в локусе как участке самокопирующейся ДНК (мутабильность локуса). 
Отметим, что в реальности новая мутация возникает в клетках зародышево- 
го пути, которые тем самым оказываются мозаичными, и впервые появляется 
в геноме всего организма только у потомков такой мозаичной особи. Хотя она 
может дать более одной мутантной гаметы из мутантного клона зародышево- 
го пути, и они попадут более чем одному потомку, хорошим приближением 
будет считать, что мутантна только одна гамета и мутантный аллель достается 
только одной зиготе и только у нее он впервые появляется как «участник гено- 
типов» особей популяции. Таким образом, с хорошим приближением, новый, 
мутантный аллель появляется в популяции с частотой } = 1/2М (2М в знамена- 
теле есть количество гамет, образующих каждое новое поколение в популяции 
из № особей зигот, оно же — количество копий каждого локуса в каждом поко- 
лении, т. е. «размер мишени» для мутаций). Рассматривая упрощенную модель 
популяции, мы можем положить в ее аксиоматику, что новый аллель появля- 
ется в гетерозиготе у одной особи и его частота таким образом есть } =1/2М. 

Рассмотрим судьбу нового аллеля в популяции. Его частота, как и частота 
любого другого аллеля, флуктуирует, осуществляя марковский процесс слу- 
чайного блуждания, что принято называть генным дрейфом. У этого процесса 
есть две «липких границы», корректнее — два поглощающих состояния, до- 
стижение которых делает дальнейшие случайные блуждания частоты невоз- 
можными. Это исчезновение аллеля из популяции и его фиксация — когда он 
вытесняет все прочие аллели, так что его частота достигает 100 % (рис. 23.2). 
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Данная ситуация обычна для очень маленьких популяций, но выглядит нере- 
алистичной в больших популяциях и на больших промежутках времени, хотя 
бы ввиду мутационного процесса, который будет порождать все новые аллели. 
Чтобы он нам не мешал, будем считать фиксацией вытеснение аллелем всех 
аллелей, предшествующих его появлению вследствие мутации, а все его про- 
изводные, возникшие на его основе вследствие мутаций уже в нем, будем учи- 
тывать вместе с ним. Таким образом, мы будем считать фиксацией вытеснение 
аллелем и всеми его потомками всех аллелей, предсуществовавших к моменту 
его появления. Введем понятие скорости фиксации у — количество событий 
фиксаций аллелей за единицу времени. Конечно же, речь идет о большом, 
по сути, эволюционном, временном масштабе. 

Физический смысл фиксации понятен — все время возникают новые алле- 
ли, некоторые из них вытесняют старые, на их основе (чаще всего еще до такого 
вытеснения) возникают новые, они со временем снова вытесняют старые. Если 
мы попарно сравним разные виды, роды, семейства и пр., то во многих орто- 
логичных позициях мы увидим нуклеотидные замены, специфичные для этих 
таксонов. Это означает, что в ходе эволюции, ведущей к этим таксонам, хотя 
бы в одной из двух эволюционных линий произошла фиксация нуклеотидной 
замены, так что она стала присутствовать у всех представителей этой линии. 
В действительности во время эволюции, приводящей даже к разным видам, 
случается много событий фиксации замен в обеих линиях, так что некоторые 
специфичные замены могут даже утрачиваться за счет фиксации обратной за- 
мены. При этом идентичность нуклеотида в такой позиции будет достигнута не 
вследствие общего происхождения, а вследствие приобретения его 4е поуо — 
в полезной кладистической терминологии независимое приобретение признака 
разными эволюционными линиями называется гомоилазией. 


мы 


частота 


Рис. 23.2. Судьба мутантных аллелей после их возникновения в популяции ограни- 
ченной численности, отраженная в траекториях их частоты. Траектории аллелей, 
достигших фиксации, показаны жирнее. № — эффективная численность популяции 
(см. раздел 23.10), г — скорость мутирования [Кимура М. Молекулярная эволюция: 
теория нейтральности. М. : Мир.1985. 394 с.] 
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Продолжим рассуждать о судьбе аллеля в идеальной популяции, исходя 
из нашего условия о том, что аллель никак не влияет на приспособленность 
своего носителя. В этих условиях на частоту аллеля в популяции влияют толь- 
ко случайные флуктуации частот в конечных выборках вокруг теоретических 
вероятностей. В ходе случайных блужданий частота некоторых аллелей может 
существенно увеличиться и в конечном итоге достигнуть «липкой границы», 
фиксации, но может и уменьшиться и достичь противоположной «липкой 
границы» — исчезновения. Наличие «липких границ» с обеих сторон области 
определения частоты аллеля означает, что при устремлении времени к беско- 
нечности (а в реальности — не в такой уж и долгой перспективе) любому ал- 
лелю уготовано только два варианта судьбы — исчезновение или фиксация. 

В каких соотношениях? Для этого нужно рассмотреть и усреднить все ва- 
рианты траекторий случайного блуждания частоты аллеля в популяции раз- 
мером М посредством генного дрейфа. Мы помним, что в каждом следующем 
поколении математическое ожидание новой аллельной частоты /’ равно часто- 
те } в предыдущем поколении (назовем его нулевым), это значит, что если мы 
усредним смещения всех возможных траекторий частоты за одно поколение 
с учетом их вероятностей, то получим средний сдвиг, равный нулю, и среднюю 
частоту, равную исходной частоте ]. То же самое будет справедливо и для сред- 
ней частоты аллеля }” во втором поколении: все новые сдвиги частот от зна- 
чения, достигнутого в первом поколении, усреднятся так же, как и сдвиги, до- 
стигнутые в первом поколении, а средняя частота аллеля по всем траекториям 
сохранится, таким образом, }” = [= } и так далее. Устремим время к беско- 
нечности — в результате все траектории аллельных частот закончатся либо 
исчезновением аллеля (когда его частота — 0) — обозначим число таких тра- 
екторий Ё‚, либо его фиксацией (когда его частота 1) — обозначим число та- 
ких траекторий Ё.,. Однако частота, усредненная по всем траекториям, должна 
остаться прежней, поэтому должно выполняться соотношение Ё,/ (Е+Ё)) =}. 
Выражение в левой части есть вероятность фиксации аллеля 2; таким образом, 
мы пришли к неочевидному результату — вероятность фиксации аллеля равна 
исходной частоте аллеля: 


== 


Теперь обратимся ко вновь возникшему аллелю. В момент возникновения 
в популяции новый аллель уже имеет некоторую частоту }, которую мы выше 
с некоторыми оговорками положили равной 1/2М№. Отсюда следует, что эта же 
величина есть вероятность того, что этот новый аллель в конце концов зафик- 
сируется: 


5 = 1/2М. 
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Интуитивно этот результат не вызывает возражений — новый аллель, 
возникший у единственного носителя в гетерозиготе, имеет очень низкую ча- 
стоту и вероятность того, что в ходе случайных блужданий он существенно 
повысит свою частоту и в конце концов вытеснит все остальные аллели, точно 
так же низка. 

А сколько таких новых аллелей возникает в популяции за единицу време- 
ни? Обозначим эту величину как у. Со всей очевидностью нам следует перем- 
ножить мутабильность локуса г на общее количество копий данного локуса 
в популяции, которое есть 2М: 


у = 2 №, 


Отсюда мы легко найдем скорость фиксации аллелей в популяции, перем- 
ножив скорость их возникновения и вероятность их фиксации: 


у = у2= 2№/2М =г 


Итак, скорость фиксации в популяции новых аллелей равна мутабильно- 
сти локуса (скорости возникновения новых аллелей данного локуса в одной 
отдельно взятой линии самовоспроизводящихся молекул ДНК). И она никак 
не зависит от размера популяции! 

Этот результат на первый взгляд выглядит парадоксальным. Однако мож- 
но ощутить его физический смысл следующим образом: сравнивая ортологич- 
ные гены у двух эволюционно отдаленных представителей, мы видим множе- 
ственные нуклеотидные замены и перестройки, которые некогда зафиксиро- 
вались в популяциях предков этих представителей в ходе их эволюции от по- 
следнего общего предка. И хотя в любой момент времени каждая из двух эво- 
люционных линий была представлена популяцией какого-то размера и любой 
аллель был представлен во множестве копий у множества носителей, каждая 
из двух ортологичных последовательностей передалась от последнего общего 
предка тем двум особям, которых мы сравниваем сейчас, фактически в виде 
двух цепочек молекул ДНК, самовоспроизводящихся в каждом клеточном де- 
лении. Каждая из мутаций, результат которых мы видим, сравнивая два ор- 
тологичных аллеля, возникла в одной единственной молекуле ДНК в соответ- 
ствии с мутабильностью этой молекулы и передалась до наших дней посред- 
ством многократной репликации этой молекулы. Все же остальные молекулы 
ДНК, не несущие данной мутации, не дошли до нас, исчезнув вместе со своими 
носителями или будучи унаследованы каким-то еще потомком общего предка, 
которого мы в данный момент не рассматриваем. Все же многообразие алле- 
лей каждого вида есть результат относительно недавнего размножения этой 
молекулы ДНК, как правило, уже много после того, как образовался современ- 


610 Глава 23. Популяционная генетика 


ный вид, который мы сравниваем с другим. (Вспомним «митохондриальную 
Еву» — вывод биоинформатиков о том, что женщина, от митохондрий кото- 
рой произошли митохондрии всех современных людей, жила в Африке око- 
ло 200 тыс. лет назад.) Очевидно, что если мы сравниваем митохондриальную 
ДНК человека и огненной саламандры, то в популяции, которая непрерывно 
существовала на протяжении всей эволюции от нашего общего четвероногого 
предка до современного человечества (которое с хорошей точностью является 
одной популяцией), как минимум все аллели, возникшие ранее 200 тыс. лет 
назад, не зафиксировались, а вымерли. 

Удивительно другое. Этот на первый взгляд парадоксальный, но, по сути, 
тривиальный результат — равенство скоростей мутантного происхожде- 
ния и фиксации нейтральных аллелей — был получен Мотоо Кимурой толь- 
ко в 1960 г. и был одним из главных результатов его так называемой «теории 
нейтральной эволюции». Эта теория, рассматривавшаяся некоторыми автора- 
ми в качестве «недарвиновской эволюции», альтернативы дарвинизму, была 
встречена в штыки большинством эволюционистов и с большим трудом полу- 
чила признание, несмотря на свою математическую очевидность. Столь велика 
была сила длительное время бытовавшего среди ученых достаточно ненаучно- 
го предубеждения об адаптивной обусловленности любого признака (включая 
аллели любых локусов) любого живого существа, которое возникло под влия- 
нием совершенно научной теории Дарвина об эволюции путем естественного 
отбора. Традиционно «мыслящие» эволюционисты практически всякий факт 
генетического полиморфизма считали фиксацией эволюции в действии — бо- 
лее адаптивный аллель поймали в момент вытеснения им менее адаптивно- 
го прямо на наших глазах, либо наиболее адаптивной является гетерозигота. 
Фактически же теорию Кимуры следовало назвать не теорией «недарвино- 
вской эволюции», а количественной теорией естественного отбора, посколь- 
ку она математически строго описывает и само понятие естественного отбора 
(в терминах такой величины, как селективное преимущество), его силу и воз- 
можности, количественные характеристики и граничные условия адаптивных 
процессов в популяциях. 

Таким образом, наше скромное условие 3), принятое для идеальной попу- 
ляции — отсутствие различий между аллелями по приспособленности, в свое 
время являлось предметом яростных теоретических баталий. 

Кстати, только что полученный нами результат мог бы быть одним из те- 
оретических оснований концепции молекулярных часов Лайнуса Полинга 
и Эмиля Цукеркандла, предложенной в 1962 г. и опирающейся на то, что ско- 
рость накопления мутаций по некоторым локусам в филетических линиях 
постоянна во времени и тем самым дает нам способ датировки моментов эво- 
люционной дивергенции на основании сравнения последовательностей ДНК 
современных организмов. Как мы только что показали, скорость накопления 
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селективно нейтральных мутаций и обязана быть постоянной во времени, 
поскольку отражает, по сути, физико-химические параметры ДНК и размер 
ДНК-мишени. Поэтому селективно не обусловленные последовательности 
нуклеотидов автоматически являются хорошими молекулярными часами. 
Проблема здесь состоит в том, что действительно нейтральные последова- 
тельности меняются слишком быстро, и достаточно скоро после их дивер- 
генции становится затруднительно проследить их ортологичность. Важнее, 
что скорость фиксации не-нейтральных, селективно значимых мутаций не 
обязана быть постоянной во времени, она повышается в моменты ускорен- 
ной адаптивной эволюции по данному локусу и понижается в периоды, ког- 
да его последовательность «охраняется» естественным отбором в постоян- 
ных условиях среды. Однако для оценки больших времен дивергенции все 
же используют последовательности локусов, имеющие адаптивное значение, 
если скорость нуклеотидных замен в них по какой-то причине достаточно 
постоянна. Любопытно, что концепция молекулярных часов была предло- 
жена для аминокислотной последовательности глобиновых генов, скорость 
эволюции которой, как показала калибровка по палеонтологически датируе- 
мым ископаемым остаткам, оказалась постоянной, несмотря на то, что ее не 
назовешь селективно нейтральной. 

Можно ввести также параметр { — среднее время фиксации, измерен- 
ное в поколениях, т.е. среднее число поколений, прошедшее от возникнове- 
ния аллеля до его фиксации. Естественно, эта величина имеет смысл только 
для тех аллелей, которые достигли фиксации, а не элиминировались. Если мы 
зафиксируем размер популяции, то интуитивно ясно, что время фиксации тем 
больше, чем больше этот размер. Действительно, если следить за случайными 
блужданиями не частоты аллеля, а количества, в штуках, аллеля, имеюще- 
гося в генотипе особей популяции (обозначим его 1), то чем больше №, тем 
большее расстояние нужно пройти популяции от начального состояния т = 
1 до фиксации, когда т = 2М (все особи популяции имеют этот аллель, по две 
штуки на особь). М. Кимура показал, что среднее время Ь прошедшее от му- 
тационного возникновения нейтральной мутации до ее фиксации, равно 4М 
генераций. В то же время среднее время нахождения в популяции любого ней- 
трального аллеля (в данном случае с учетом неизбежной элиминации любо- 
го из них, даже после его фиксации, посредством вытеснения производными 
от него аллелями) — есть М. 

Рис. 23.3 схематически иллюстрирует независимость скорости фиксации 
нейтральных мутаций от объема популяции и зависимость от него среднего 
времени от возникновения до фиксации. Для наглядности эффекта размера 
популяции на нем приведены траектории не аллельных частот, а абсолютные 
количества копий аллелей в популяции. 
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2№ 


Рис. 23.3. Траектории числа копий мутантных аллелей, достигающих в конечном итоге 
фиксации, в популяциях разного размера №. 1 — число поколений, прошедшее между 
появлением и фиксацией аллеля 


23.7. Селективные процессы в популяциях 


23.7.1. Приспособленность 


Предложенное Чарльзом Дарвином выражение «естественный отбор» 
(пабага! з@есНоп) носит метафорический характер, т.е. передает смысл под- 
разумеваемых явлений по аналогии. В течение долгого времени оно подвер- 
галось критике скорее как термин, чем как понятие — например, этот термин 
как бы предполагает субъекта, сознательно осуществляющего отбор, тогда 
как эволюционная теория Дарвина предполагала как раз отсутствие такого 
субъекта. (Впрочем, это не помешало некоторым дарвинистам в течение сот- 
ни лет более чем серьезно говорить о творческой роли отбора.) Другой прин- 
цип, сформулированный Дарвином на ту же тему — «переживание наиболее 
приспособенных» подвергался справедливой критике за тавтологичность, 
поскольку «приспособленные» распознавались как раз по своей способности 
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«переживать». Однако ничто не мешало ввести понятие приспособленности 
корректно, что и было сделано, и прежде всего — в популяционной генетике. 
В наши дни ириспособленность понимается как совокупность трех признаков: 
жизнеспособность, плодовитость и скорость индивидуального развития. Они 
не сводятся друг к друту, хотя и могут коррелировать. 

Жизнеспособность особи можно определить как бинарный признак с дву- 
мя значениями: смогла она завершить онтогенез или нет. Приняв первое со- 
стояние за 1, а второе за 0, мы можем определить жизнеспособность того или 
иного класса особей (например, особей определенного генотипа или феноти- 
па) как вероятность завершить онтогенез для каждой из них, а также измерить 
среднюю жизнеспособность этого класса экспериментально как долю особей, 
завершивших онтогенез. Плодовитость особей естественно определить как ко- 
личество оставленных ей потомков. 

Довольно очевидно, что если мы сформируем умозрительную популяцию 
из особей, относящихся к классам с различной жизнеспособностью, то к кон- 
цу онтогенеза доля классов, отличающихся большей жизнеспособностью, уве- 
личится. Обозначим численность 1-го класса особей в начале и в конце онтоге- 
неза как № и №,, численность всей популяции в начале и в конце онтогенеза как 
Ми №, долю (частоту) в популяции 1-го класса в начале и в конце онтогенеза 
как } = №М/М№ и /’= М//№, среднюю жизнеспособность особей 1-го класса как ,, 
= №//М№, среднюю жизнеспособность всей популяции как "= №/М. Абсолютное 
Д} и относительное Д] / } изменение частоты 1-го класса за время онтогенеза 
будут описываться следующими простыми формулами: 


Аф=Г-ф=М/М№М- М/М=и М / и М- М/М= (м, -и) м/м М=Т (м, -и)/ и, 
Д/Д = (м,-м) Им. 


Как видим, относительное изменение частоты 1-го класса в конце онто- 
генеза составляет относительную разницу его средней жизнеспособности 
и средней жизнеспособности всей популяции. Если средняя жизнеспособ- 
ность какого-то класса выше, чем у популяции в целом, доля (частота) особей 
этого класса в конце онтогенеза увеличится, а если меньше, то уменьшится, что 
можно метафорически описать как элементарный акт естественного отбора. 

Эффект плодовитости проиллюстрируем аналогичным образом на умо- 
зрительной модели популяции, состоящей из классов особей, размножающих- 
ся бесполым образом, так что особи каждого класса производят потомство 
того же класса, и рассмотрим два последовательных неперекрывающихся по- 
коления. Простейшие выкладки получаются неотличимыми от рассмотренно- 
го выше случая. Обозначим численность 1-го класса особей в первом и втором 
поколении как №, и №,, численность всей популяции в первом и втором по- 
колении как Ми №, долю (частоту) в популяции 1-го класса в первом и вто- 
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ром поколении как } = №/Ми /” = №,/№, среднюю плодовитость (или средний 
«мальтузианский параметр») особей 1-го класса как и, = №’/М, коэффициент 
размножения всей популяции как и = №/М. Абсолютное Д} и относительное 
ДТ /} изменение частоты 1-го класса от первого ко второму поколению будут 
описываться следующим образом: 


А=рР-ф=М№М/ № - М/М=и М /иМ-М/М= (и-и) М/иМ=ЕХ(и,-и)/и, 
ДД / = (и,- и) Ги. 


Мы видим еще один элементарный акт естественного отбора: если сред- 
няя плодовитость 1-го класса больше средней плодовитости популяции в це- 
лом, то доля этого класса в следующем поколении возрастет. 

Различие между двумя рассмотренными случаями состоит лишь в обла- 
сти определения параметров: 0 < и < 1 (выжить может не больше особей, чем 
исходно имелось) и 0 < и (количество особей не может быть отрицательным). 

Третий компонент приспособленности — скорость индивидуального раз- 
вития — не столь очевиден и требует более сложной модели, в которой смена 
поколений не была бы общей для всех особей. Рассмотрим простейший пример. 
Пусть в популяции есть условные классы особей с бесполым размножением, ко- 
торые обладают одинаковыми жизнеспособностью у и плодовитостью и (для 
простоты допустим полную жизнеспособность, при которой все потомки за- 
вершают онтогенез, и = 1), но разным числом поколений в единицу времени $. 
В таком случае за время Ту 1-го класса сменится 8, Т поколений, т. е. тем больше, 
чем больше 9. Сохраним обозначения №, }, Д}, с индексом Ё и штрихом и без них, 
из предыдущих примеров; переменные без штриха будут относиться к началу, 
а со штрихом — к концу временного промежутка длиной Т. Тогда № = и" Т№. 
Если для всех особей и = 1, то на сколь угодно большом промежутке времени 
численность классов не изменится — каждая особь оставляет ровно одного по- 
томка, неважно в какой момент времени. Если и > 1 (представители всех классов 
в равной степени размножаются по достижению зрелости), то с течением вре- 
мени численность каждого класса будет возрастать, и тем быстрее, чем больше 
8. Если и < 1 (представители всех классов оставляют в среднем менее одного по- 
томка, популяция сокращает численность), то с течением времени численность 
1-го класса будет падать, опять-таки тем быстрее, чем больше 9. Понятно, что 
если допустить для разных классов различную плодовитость и, которая могла 
бы быть и больше, и меньше 1, то различия будут еще больше. Но если в каче- 
стве меры приспособленности рассматривать обобщенную величину х, = и#Т, 
то для Дри Д} / } можно получить формулы, аналогичные приведенным выше. 


Др =Х(х,-х) / х, 
ДУ/ = (х,-х) /х. 
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Во всех этих примерах относительное изменение частот представителей 
определенного 1-го класса особей равнялось относительной разнице средних 
значений рассматриваемого компонента приспособленности у представителей 
этого класса и популяции в целом: (\,- %/) /ч,, (и, -и)/ии (х,-х) / х. 

В реальных ситуациях всегда одновременно реализуются первые два 
аспекта приспособленности: реальные особи имеют определенную выживае- 
мость (как правило, в природе до завершения онтогенеза доживает лишь не- 
большая часть потомства) и какую-то плодовитость. 

Итак, мы построили простейшие концептуальные модели процессов, 
которые принято обозначать общим выражением «естественный отбор», 
основываясь на таких количественных признаках общего характера, как 
жизнеспособность, плодовитость и скорость индивидуального развития, 
составляющие компоненты «приспособленности». Заметим, что мы пока не 
заглядывали дальше одного поколения или одного акта смены поколений. 
Но каковы будут значения параметров — компонентов приспособленности 
в следующем поколении? Будут ли они совпадать с родительскими, кор- 
релировать с ними или никак от них не зависеть? Рассмотрение более од- 
ного поколения требует конкретизации модели — на какие классы особей 
и согласно каким закономерностям разделятся потомки, какие у них будут 
значения жизнеспособности и плодовитости и их наследуемость — нужно 
конкретизировать способ размножения, характер наследования признаков 
и т. д. Однако уже сейчас следует заметить, что любой из трех компонентов 
приспособленности есть количественный признак, который может наследо- 
ваться и тем самым быть охарактеризованным таким параметром, как насле- 
дуемость (см. раздел 22.5). И если наследуемость жизнеспособности, плодо- 
витости и/или скорости индивидуального развития ненулевая, т. е. значения 
такого признака у потомков коррелируют со значениями родителей, то сред- 
нее значение жизнеспособности и/или плодовитости в среднем по особям 
следующего поколения в силу теоремы Фишера должно возрасти. 

Таким образом, мы смогли переформулировать понятие естественного от- 
бора в терминах, имеющих не метафорический, а точный физический смысл, 
которым соответствуют измеримые параметры (пусть мы и не всегда имеем 
практическую возможность их измерить). 

Популяционная генетика описывает селективные процессы как точ- 
ная наука. В предварительных рассуждениях выше нам уже понадобилось 
понятие популяции, но мы оперировали абстрактными классами особей. 
В популяционной генетике в роли таких классов прежде всего выступают 
разные генотипы и часто пол, по необходимости рассматриваются и другие 
классифицирующие признаки — стадия развития, происхождение и пр. Рас- 
смотрим наиболее простые модели селективных процессов, включающие ге- 
нотипические классы. 
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23.7.2. Судьба мутации, влияющей на приспособленность 


Рассмотрим очередную упрощенную модель — в панмиктической по- 
пуляции диплоидов (в которой таким образом выполняются соотношения 
Харди —Вайнберга) с синхронными поколениями имеется два аллеля, один 
из которых мы считаем нормальным (назовем его а), а другой — мутантным 
(назовем его а). 

Поскольку в модели предполагаются синхронные поколения, скорость 
индивидуального развития мы не рассматриваем. Объединим две оставшие- 
ся компоненты приспособленности и рассмотрим элементарный шаг модели 
от зигот, образовавшихся в поколении 0, до зигот, образовавшихся в следу- 
ющем поколении 1. Это означает, что особи определенного генотипа могут 
иметь разную вероятность дожить до размножения либо оставлять разное ко- 
личество потомков, но нам безразлично, на какой стадии жизненного цикла 
реализуется разница в приспособленности, поскольку жизненный цикл как 
таковой в модели не рассматривается и единственным его принятым во вни- 
мание свойством является синхронность поколений. 

Давайте положим, что гомозигота по нормальному аллелю аа передает 
в следующее поколение строго две гаметы. Таким образом, она оставляет двух 
потомков, но численность популяции, составленной из таких гомозигот, будет 
постоянной в ряду поколений. Примем среднюю приспособленность гомози- 
готы по нормальному аллелю х„, за 1. Среднюю приспособленность х „ гомози- 
готы аа’ по мутантному аллелю а’ примем за 1 + $, где $ — коэффициент отбора, 
или селективное преимущество гомозиготы по данному аллелю. Это означа- 
ет, что гомозигота аа’ будет передавать в следующее поколение 2(1 + $5) гамет, 
а численность популяции, составленной из таких гомозигот, будет с каждым 
поколением изменяться на величину 5№. Таким образом, в нашей очень про- 
стой модели мы приписываем генотипам определенную и неизменную при- 
способленность вне зависимости от их частоты, а также не допускаем возмож- 
ности изменчивости числа потомков вне зависимости от генотипа. 

Коэффициент отбора $ может быть положительным и отрицательным. 
В первом случае приспособленность гомозиготы по мутации выше приспосо- 
бленности гомозигот по нормальному аллелю, т. е. мы имеем дело с полезной 
мутацией. Во втором случае приспособленность гомозигот по мутации мень- 
ше, т.е. мы имеем дело с вредной мутацией. Получаем ограничение по физи- 
ческому смыслу: поскольку приспособленность не может быть отрицательной, 
5 не может быть меньше -1. 

Каждая особь в популяции может иметь один из трех генотипов — го- 
мозигота аа, гетерозигота аа’и гомозигота а@’. Какова приспособленность 
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гетерозиготы? Введем доминантность мутантного аллеля по отношению при- 
способленности 4 так, чтобы приспособленность гетерозиготы была х„,= 
1 + 45. Ограничение по физическому смыслу: 4 не может быть меньше еди- 
ницы. Значение 4 = 0 означает рецессивность мутации, значение 4 = 1 — ее 
доминантность, 4 > 1 — сверхдоминирование (как при положительном, так 
и при отрицательном селективном преимуществе). Отрицательные значения 
а в принципе не запрещены, но парадоксальны: при $ > 0 отрицательное зна- 
чение 4 означает «недодоминирование» (ип4ег4опупаНоп, в англоязычной ли- 
тературе есть и такой термин), т. е. аллели «конфликтуют» друг с другом, что 
ведет к уменьшению приспособленности гетерозиготы по сравнению с обеи- 
ми гомозиготами; при $ < 0 значения 4 > 1 будут означать сверхдоминирова- 
ние. В реальных ситуациях доминантность чаще всего оказывается в пределах 
0<4< 1, мутации же по количественным признакам часто близки к полудоми- 
нантным (как мы помним из раздела 22.8, доминантность мутаций со слабым 
эффектом и высокой скоростью возникновения в опытах Т. Мукаи была около 
0,3-0,4). Положим для нашей модели значение 4 = 0,5. Тогда приспособленно- 
сти трех наших генотипов будут 1, 1+ 0,55 и 1 + $. 

В связи с тем, что приспособленность гетерозигот и гомозигот по мутант- 
ному аллелю не равна единице, общая численность популяции будет меняться. 
Обозначим численность популяции поколения 0 за №, поколения 1 за №. 

В предыдущем разделе 23.3.1 мы исходили из бесполого размножения, 
когда все особи порождают только особей своего класса. В рассматриваемой 
сейчас модели, при половом размножения и панмиксии, потомки любой особи 
могут принадлежать к разным генотипическим классам, однако с определен- 
ной вероятностью. В панмиктической модели частоты всех генотипических 
классов в каждом поколении однозначно определяются единственным пара- 
метром — частотой мутантного аллеля {, которая есть его частота в пуле га- 
мет, участвующих в образовании зигот. Давайте выясним, как она изменяет- 
ся за одно поколение. Количество копий мутантного аллеля М „в пуле гамет, 
формирующих поколение 1, складывается из двух компонент: вклада гомози- 
гот №„„„ И вклада гетерозигот №„„’ 


а’йе! * 


М, — М т М ь 
Гомозигота аа’ имеет в поколении 0, исходя из соотношений Харди — 
Вайнберга, частоту Р, численность }? №, приспособленность 1 + 5 и поставляет 
в пул гамет, участвующих в образовании поколения 1, только мутантные алле- 
ли, по два на каждую особь. Тогда 
№. =аЫ РМ, 


а’йот 
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Гетерозигота аа’ имеет в поколении 0 частоту 2/4 (где 4 = 1- }), числен- 
ность 2} 4 №, где а = 1 -}, приспособленность 1 + 0,55 и поставляет в пул гамет 
поколения 1 только один мутантный аллель, тогда 


М№ и, = (1+ 0,55) 24 М. 
Отсюда 


№, = 2/№ ((1+ $) }+ (1+ 0,55) а) = 2МЕ((1 + $) }+ 
+ (1+0,55) (1 -})) =2/М (1 + 0,55 + 0,55}. 


Рассчитать общую численность популяции №’в поколении 1 можно на ос- 
нове средней приспособленности х составляющих ее особей в поколении 0. 
Исходя из соотношений Харди — Вайнберга (частоты гомозигот Ри 47, гетеро- 
зигот 2/4), она будет определяться следующей формулой: 


х= } (1+5) + 2 (1 + 0,5$) + 4? = 1+5} +Р(1-$) = 
= (+29 +4?) +2; + 195 = 1+0 +а)5; = 1+5. 


Тогда 
№=хМ = (1+5}) М. 


Не забывая, что копий аллелей рассматриваемого локуса имеется в попу- 
ляции вдвое больше (2№), чем особей (№), имеем следующее значение частоты 
мутантного аллеля в поколении 1: 


Р=М,/ 2 М= 2} (1+ 0,5$ + 0,55$}) / 2 (1+ $}) М=Х(1 + 0,55 + 0,55} / (1+ $}, 
Д;=р-У=5(1-1/2 (1+5), 
ДИ{= $ (1-1) /2 (1+5}). 


Если значение коэффициента отбора $ и частота мутантного аллеля неве- 
лики, то знаменателем можно пренебречь и получить приближенные формулы: 


Ду= 1/2 59 (1-Р, 
ДИЕ= 12$ (1- В. 


Напомним, что величина $ может принимать как положительные, так 
и отрицательные значения. В первом случае мутация является благоприят- 
ной, а частота мутантного аллеля увеличивается — в таких случаях приня- 
то говорить о движущем отборе, который «стремится» заместить «старый» 
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аллель мутантным и зафиксировать его. Во втором случае мутация являет- 
ся вредной, частота мутантного аллеля уменьшается, и принято говорить 
об очищающем отборе, который «стремится» элиминировать мутантный ал- 
лель из популяции. 


23.7.3 Очищающий отбор и генетический груз 


Рассмотрим ситуацию очищающего отбора чуть дальше. Пусть В популя- 
ции вредные мутации многократно возникают на основе нормального аллеля 
со скоростью в пересчете на одно поколение г. Сделаем следующее очень грубое 
допущение, что их коэффициент отбора одинаков и они тем самым неразличи- 
мы. (Это допущение малореалистичное, но мы затем могли бы рассматривать 
по отдельности мутации в определенных интервалах значения коэффициента 
отбора, причем в каждом таком интервале мутации будут возникать со своей 
скоростью.) 

Прирост частоты мутантных аллелей за счет мутаций за одно поколение 
ДТ, будет пропорционален скорости их возникновения и частоте нормального 
аллеля, на основе которого они возникают, и составит 


ДУ, =т (1-1). 


С другой стороны, мы только что рассчитали величину Дф, на которую 
за одно поколение уменьшает частоту мутантного аллеля очищающий отбор. 
В популяциях, существующих длительное время, должно устанавливаться ди- 
намическое равновесие, когда обе тенденции, увеличивающие и уменьшающие 
частоту мутантых аллелей, уравновесят друг друга. Приравняв АД}, и Д} можно 
рассчитать равновесное значение } частоты мутантных аллелей. Возьмем при- 
ближенное значение последней величины: 


Ир) = 1/24 И =]) 
= 2115. 


Неудивительно, что равновесная частота оказалась пропорциональной 
скорости мутирования и обратно пропорциональной коэффициенту отбора. 

Воспользуемся информацией из раздела 22.8 о скоростях и коэффици- 
ентах отбора мутаций по жизнеспособности, полученных Т. Мукаи и его по- 
следователями. Такие мутации имели значения $ в несколько процентов, т. е. 
порядка 10-?, а скорость их возникновения у была почти на два порядка выше, 
чем для мутаций с существенным эффектом, т. е. имела порядок величины 10. 
Получаем равновесную частоту порядка 10-? — опять-таки первые проценты. 
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Эмпирические оценки частоты таких слабовредных мутаций в природных по- 
пуляциях дрозофилы неплохо соответствовали этим теоретическим оценкам. 

Заметим, в нашей модели мы рассматривали мутантные аллели только од- 
ного локуса. Но полученные формулы должны быть справедливы для любого 
локуса. Неудивительно, что в любой природной популяции с определенной ча- 
стотой циркулируют вредные мутации практически по всем локусам, частот- 
ное распределение которых по их коэффициенту селекции стремится к равно- 
весию. Если по каждому локусу в равновесной популяции имеются вредные 
мутации с частотами порядка 10-7, а число локусов генома имеет, как известно, 
порядок 10*, то каждая особь несет примерно 10? вредных мутаций, причем 
в среднем одна из них возникла 4е поуо именноу нее. Альфред Мёллер образ- 
но назвал вредные мутации, содержащиеся в геномах и популяциях, «грузом 
мутаций». Дж. Холдейн оценил его при помощи вполне точной величины му- 
тационный генетический груз (плийаНопа| зепеНс ]оа4), Г, следующим образом: 


[= (и-м)/м, 


где и’ — уже знакомая нам средняя приспособленность особей в популяции, 
а’, — приспособленность генетической элиты, т. е. особей, лишенных вред- 
ных мутаций. Однако эмпирически оценить генетический груз с помощью 
этой формулы, как правило, не представляется возможным, так как саму веро- 
ятность появления особи, лишенной вредных мутаций, из приведенных выше 
оценок следует оценить по порядку величины как 0,9919 = 2 10. 

Наличие такого количества слабо вредных мутаций — около сотни на ге- 
ном — неплохо объясняет явление гетерозиса — повышение жизненности при 
отдаленных скрещиваниях. Если скрещивания отдаленные, значит, родители 
имеют разные аллели во множестве локусов, в том числе мутантные у одного 
родителя и немутантные у другого. Следовательно, потомки будут иметь по- 
вышенную гетерозиготность, в частности, иметь в гетерозиготе вредные мута- 
ции, унаследованные от разных родителей. Даже если слабо вредные мутации 
полудоминантны, это означает заметный выигрыш в приспособленности, хотя 
гибриды все равно не приблизятся к элитным особям (скорее, мифическим). 
Таким образом, гетерозис является следствием существенной генетической 
дефектности практически любой природной популяции. 

Заметим, что мы рассматривали один вредный аллель в одном локусе 
и экстраполировали эти данные на все локусы, подразумевая, что каждый 
из вредных аллелей действует независимо, т. е., по сути, предполагали адди- 
тивный эффект мутаций на приспособленность. Однако генное взаимодей- 
ствие никоим образом нельзя исключать, ибо есть основание полагать, что 
вредные мутации имеют серьезный синергический эффект. Такие аллели бу- 
дут элиминироваться «пачками», когда количество вредных мутаций у одной 
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особи достигает критического значения, несовместимого с жизнью. Учет та- 
кого генного взаимодействия приводит кеще более высоким оценкам частоты 
потенциально вредных мутаций, персистирующих в популяциях. 

Все приведенные оценки, в частности, около сотни вредных мутаций в ка- 
ждом из нас, из которых одна — уникальная персональная, выглядят чудовищ- 
но, однако именно такова биологическая реальность как минимум у много- 
клеточных эукариот. Заметим, что количество фактически возникших новых 
мутаций в потомках имеет распределение Пуассона (см. раздел 13.4), и если 
среднее число таких мутаций принять за единицу, то вероятность образования 
потомка, не несущего ни одной новой мутации (вероятность нулевого класса 
распределения Пуассона), есть е`'= 0,37. Таким образом, имея хотя бы трех по- 
томков, можно получить в среднем одного свободного хотя бы от новых му- 
таций. По-видимому, это и есть та мягкая граница мутабильности, которую 
природа еще способна вытерпеть. Немудрено, что именно такого порядка ве- 
личины значения мутабильности эмпирически наблюдаются у самых разных 
генетических объектов. Учитывая то, что физический носитель генетической 
информации — ДНК — имеет естественную мутабильность, которую нельзя 
свести к нулю даже с помощью систем репарации, мы приходим к выводу, что 
такой мягкий порог мутабильности означает мягкое же верхнее ограниче- 
ние на информационную емкость генома. Последняя оказывается совместно 
ограниченной мутабильностью ДНК и репродуктивными возможностями ор- 
ганизма: в геноме не может быть слишком много генов, иначе для получения 
потомков, свободных от новых мутаций, придется одновременно производить 
слишком много мутантных потомков. И действительно, оценки количества ко- 
дирующих генов в геномах разных эукариот очень близки — 10-20 тыс. генов 
у животных и около полусотни тысяч генов у растений. 


23.7.4. Авижущий отбор и плата за эволюцию 


Теперь обратимся к движущему отбору. В нашей идеализированной 
модели частота благоприятного аллеля может только расти, а естествен- 
ным пределом роста является фиксация — когда все особи популяции будут 
иметь этот аллель в гомозиготе. Согласно нашей модели, частота благопри- 
ятного аллеля возрастает за одно поколение на Д}= 25} (1 - }). Мы видим, что 
скорость роста частоты благоприятного аллеля пропорциональна $ и поло- 
жительно зависит от самой этой частоты. Однако скорость эта невелика — 
значения последовательности значений частоты в ряду поколений прибли- 
жаются к единице (допустим, достигая значения 0,99) через около сотни по- 
колений после возникновения мутации (с частотой |= 1/2М№) при $ = 0,1 иты- 
сячи поколений при $ = 0,01. 
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Обратим внимание, что эта скорость и не может быть большой. Для об- 
легчения понимания доведем ситуацию до абсурда. Может ли благоприятный 
аллель зафиксироваться уже в следующем поколении после своего первоначаль- 
ного мутантного возникновения? Нет, поскольку в потомстве единственной 
особи — первоначального носителя мутации — не будет ни одной гомозиготы 
по этому аллелю. А во втором поколении? Теоретически может — если из попу- 
ляции исчезнут все особи, кроме гомозиготных в отношении мутантного аллеля 
внуков и внучек первоначального носителя. Это означает истребление всей по- 
пуляции, кроме нескольких особей. В принципе, такое возможно, но вследствие 
скорее не естественного отбора, а неселективного катастрофического сокраще- 
ния популяции, т. е. аллель зафиксировался случайно, под действием генетиче- 
ского дрейфа, а вовсе не благодаря своей благоприятности. Довольно сложно 
представить, чтобы новый аллель был настолько «благоприятен», что при его 
появлении все остальные особи утратили способность жить и размножаться. 

Вообще, идея движущего естественного отбора выглядит достаточно роман- 
тично, если не вспоминать, что за отбор нужно платить селективными смертя- 
ми. (Слово «смерть» здесь применено условно, речь идет не столько о преждев- 
ременной гибели особей, сколько о том, что какие-то особи вообще не оставят 
потомков в следующем поколении, что можно назвать генетической смертью.) 
Закрепление естественным отбором любого новшества — например, нового ал- 
леля — означает всего лишь то, что из популяции (вида, таксономической груп- 
пы) должны тем или иным образом исчезнуть все особи, его не имеющие. 

В вышеприведенном умозрительном примере «фиксация» на втором по- 
колении была оплачена генетической смертью почти всех, т. е. почти № особей. 
В гораздо более реалистичном случае популяция приближается к фиксации 
благоприятного мутантного аллеля гораздо медленнее, носители «старого» ал- 
леля существуют в ней гораздо дольше, и селективных смертей может в сумме 
набраться также гораздо больше. Этот вопрос первым исследовал не кто иной, 
как Джордж Холдейн, который посвятил ему свою знаменитую статью «Цена 
естественного отбора», вышедшую в «юоигиа[ о} Сепейсз» в 1957 г. Он ввел по- 
нятие «цены эволюции» (в дальнейшем получившей название субституцион- 
ный генетичский груз; обозначим его О), которую определил как сумму долей 
популяции, претерпевающих генетическую смерть (т. е. не оставляющих по- 
томства) по всем поколениям между мутационным возникновением благо- 
приятного аллеля и его фиксацией. Оперировать именно с долями популяций 
удобно потому, что при адаптивной эволюции М, как правило, изменяется". 


"С изменением частот генотипов, различающихся по приспособленности, изме- 
няется и средняя приспособленность популяции в целом, а значит и №. Постоянство 
М означало бы, что селективное преимущество благоприятного аллеля уменьшается 
с увеличением его частоты, так что в момент фиксации его приспособленность в точ- 
ности сравнялась бы с приспособленностью вытесняемого аллеля в момент возникно- 


23.7. Селективные процессы в популяциях 623 


Холдейн оценил Д для разных моделей наследования и отбора, в частно- 
сти, для гаплоидов, аутосомных и сцепленных с полом локусов у диплоидов и в 
ситуации инбридинга. Он показал, что если $ невелико, то О почти не зависит 
от $, т.е. вне зависимости от его конкретного значения популяции потребуется 
приблизительно одинаковое количество селективных смертей для того, чтобы 
избавиться от менее благоприятного аллеля. 

Проще всего выглядит формула для организмов, размножающихся бес- 
полым образом (гаплоидов, цитоплазматических генетических факторов или 
самоопыляющихся диплоидов): 


Р=-2м(р). 


Такой же оказывается приблизительная формула и для диплоидов, если 
аллели полудоминантны (4 = 1/2). Если благоприятный аллель доминантен 


(4= 1), то 


Р=-Ш(р). 


Если он рецессивен, то О = 1/ р —№щ(}). 
Подставив сюда частоту аллеля при его мутантном возникновении у од- 
ной гаплоидной особи } = 1/№, получаем 


О = -2м(ИМ) = 2т(М). 
Для случая полудоминантных мутаций у диплоидов, где } = 1/2М№, получаем 
О = 2м(2М). 


При больших значениях 5, т. е. высокой интенсивности отбора, значение 
ДР оказывается меньшим, чем следует из приведенных формул. При $ = -1, 
т.е. когда приспособленность одного из аллелей нулевая и селекция завер- 
шается за одно поколение, формула для гаплоидов принимает ожидаемый 
вид) = (1-}). 

Вывод значения О основывается на довольно простых соображениях, 
но сам по себе достаточно сложен. Рассмотрим популяцию гаплоидов и два 
аллеля: более благоприятный и менее благоприятный. Обозначим частоту 
благоприятного аллеля в 1-м поколении как }, а неблагоприятного аллеля как 
4, = 1- }. Селективное преимущество носителей более благоприятного алле- 


вения благоприятного. Эта ситуация не очень реалистична и возможна лишь при осо- 
бой динамике внешней среды, параллельно и скомпенсированно «обесценивающей» 
благоприятный аллель, либо в ситуации частотно-зависимого отбора. 
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ля $ означает, что каждый носитель менее благоприятного аллеля производит 
в 1 - $ раз меньше потомков, чем носитель благоприятного, т. е. недопроизво- 
дит в относительном выражении 5 потомства. Тогда общая доля 4, селективных 
смертей в популяции в 1-м поколении будет составлять 


Я =$4,. 


Величину Р получаем как сумму всех 4; от нулевого поколения до фикса- 
ции (которая в нашей простой модели достигается на бесконечности): 


р= и Ч, = $ а Ч; 


Она равна селективному преимуществу, умноженному на сумму ряда ча- 
стот неблагоприятного аллеля с момента 4, когда в популяции появился бла- 
гоприятный аллель. При этом 4, = 1 — р» а величина 4 в каждом следующем 
поколении определяется следующим образом: 


Ч =9, ИЕ 54, 


(частота в предыдущем поколении, умноженная на отношение приспосо- 
бленности носителей неблагоприятного аллеля к средней приспособленно- 
сти популяции). Данный ряд — сходящийся, его сумма приблизительно об- 
ратно пропорциональна 5$ и выводится через переход от последовательности 
к дифференциальному уравнению. Вывод формул для диплоидов ожидаемо 
усложняется. 

Хотя № в ходе адаптивной эволюции, как правило, изменяется, можно гру- 
бо оценить количество генетических смертей для разных по порядку величи- 
ны размеров популяций №, характерных для разных групп, как произведение 
ОМ. Для популяции в сто особей (М - 100) значение О приблизительно равно 
11, в тысячу особей — 15, в миллион особей — 29, в миллиард особей — 43. 
Тогда для вышеупомянутых четырех отличающихся на порядок значений чис- 
ленности популяций фиксация благоприятного аллеля должна быть оплачена 
тысячей, 15 тысячами, 29 миллионами и 43 миллиардами генетических смер- 
тей соответственно. 

Заметим, что мы говорили о количестве генетических смертей, необ- 
ходимых для селективной фиксации одного аллеля. Если адаптивная эво- 
люция идет по нескольким локусам, то для фиксации аллелей в каждом 
из них требуется то же самое количество генетических смертей, и если 
локусы не сцеплены, то эти генетические смерти будут независимы друг 
от друга. Таким образом, одновременная адаптивная эволюция по многим 
локусам предполагает одновременную селективную элиминацию слиш- 
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ком большого числа особей. Это означает, что для того чтобы обеспечить 
адаптивную эволюцию по многим локусам одновременно, на одного потом- 
ка, попадающего в следующее поколение, должно приходиться множество 
элиминируемых потомков. Расчеты показывают, что при увеличении числа 
одновременно эволюционирующих локусов общее количество необходи- 
мых для этого потомков может многократно превысить репродуктивный 
потенциал вида. 

Столь интенсивный естественный отбор представляет собой нереали- 
стичную ситуацию, и это говорит лишь о том, что нереалистичной ситуаци- 
ей является одновременная адаптивная эволюция по многим локусам. Это 
соображение получило название «дилемма Холдейна». С одной стороны, она 
подрывала намерения панселекционистов оправдать адаптивной ценностью 
любой признак любого живого существа. (Мотоо Кимура приводит курьез- 
ный пример предположения, на полном серьезе высказанного в литературе, 
что розовая окраска фламинго является покровительственной на фоне зака- 
та.) С другой стороны, это противоречило исключительно высокому уровню 
внутрипопуляционного полиморфизма, который был обнаружен на молеку- 
лярном уровне во второй половине ХХ в. — сначала электрофоретически, 
в виде изоферментного полиморфизма, потом в результате секвенирования 
аминокислотных последовательностей белков, и, наконец, в результате секве- 
нирования непосредственно ДНК. Ученик Холдейна Джон Мэйнард-Смит 
предложил теорию порогового отбора (ипсаНоп з@есНоп), учитывающую 
генное взаимодействие в виде кумулятивного эффекта на приспособлен- 
ность неаллельных мутаций, когда из популяции элиминируются особи, 
имеющие критическое их количество. Такой теоретический прием позволил 
«оправдать» часть наблюдаемой изменчивости, однако предполагал очень 
сильное давление отбора и очень высокую наследуемость приспособленно- 
сти. Обсуждаемое противоречие было снято появлением теории нейтраль- 
ности Мотоо Кимуры, интерпретирующей большую часть наблюдаемой 
внутрипопуляционной изменчивости как селективно нейтральную, регу- 
лируемую в своем существовании лишь мутационным процессом и генным 
дрейфом. Теоретические количественные выводы этой теории прекрасно со- 
ответствует эмпирическим данным. 
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Разбиравшаяся выше сверхпримитивная модель адаптивных процессов 
(естественного отбора) в популяциях сугубо детерминистична, т. е. никак не 
учитывает стохастических эффектов (генного дрейфа). Особи размножались 
в строгом соответствии с приспособленностью своего генотипа, все вклады 
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в следующее поколение определялись частотами, а не вероятностями и их фак- 
тической реализацией. В действительности все не так: фактическая приспо- 
собленность каждой особи, т. е. конкретное количество ее потомков в следу- 
ющем поколении, зависит от массы факторов, далеко не все из которых гене- 
тические и большинство случайны. Но даже если бы каждая особь оставляла 
строго предписанное теорией количество потомков, расщепление генотипов 
среди них должно было бы лишь флуктуировать вокруг теоретически ожида- 
емых численностей по законам полиномиального распределения. Иными сло- 
вами, если адаптивные процессы возможны лишь при ненулевых значениях 
коэффициента селекции аллелей, то генный дрейф в популяциях конечного 
размера происходит всегда. 

Действительно, любая мутация, в том числе и благоприятная, с хоро- 
шей точностью появляется в популяции у одной особи в гетерозиготе. Веро- 
ятность, что она будет немедленно потеряна при ее размножении, не будучи 
унаследованной ни одним потомком, составляет (%)", где и — количество по- 
томков, вне зависимости от коэффициента селекции. Для пяти потомков эта 
вероятность составляет около 0,03. Точно так же действует генный дрейф при 
размножении носителя мутации в любом поколении, а есть ведь еще и флук- 
туации количества потомков, оставленных каждой особью, и численности по- 
пуляции в целом, никак не зависящие от селективных преимуществ тех или 
других аллелей. 

Судьбу благоприятной мутации с учетом генетического дрейфа рассма- 
тривали Дж. Холдейн и С. Райт. Для полудоминантных благоприятных мута- 
ций вероятность 2 их фиксации приблизительно равна $, для доминантных — 
25. В таком случае, как и в разделе 23.6 для нейтральных мутаций, можно вы- 
числить скорость у фиксации возникающих мутационным путем благопри- 
ятных мутаций как произведение скорости их возникновения в популяции 
и вероятности их фиксации: 


у= 2№т, 


где г, — скорость возникновения благоприятных мутаций в одном локусе или 
в одном геноме — в зависимости от того, следим мы за одним локусом или 
за всем геномом. 

Эта величина — скорость фиксации благоприятных мутаций в популяции 
(ее можно рассматривать на сколь угодно больших отрезках эволюционного 
времени) — по сути, и есть скорость адаптивной эволюции. Она пропорцио- 
нальна скорости их возникновения, их селективному преимуществу и размеру 
популяции. 

На этом основании можно сделать вывод, что адаптивная эволюция 
идет тем быстрее, чем больше размер популяции. Однако здесь имеется одно 
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дополнительное соображение. Очень большие популяции, как правило, за- 
нимают и очень большие территории. Экологические условия на этой терри- 
тории почти наверняка весьма изменчивы, а вместе с ними изменчиво будет 
и селективное преимущество аллелей. Аллель, благоприятный в одном ме- 
сте, может оказаться нейтральным в другом и вредным в третьем — вектор 
отбора по обширному ареалу популяции, скорее всего, будет разнонаправ- 
ленным. Как следствие, разнонаправленные изменения частот аллелей под 
действием разнонаправленного вектора отбора будут компенсировать друг 
друга. Селективное преимущество аллелей как бы усредняется по ареалу по- 
пуляции. В результате большинство аллелей в таких популяциях оказывают- 
ся нейтральными. 

Популяции массовых и широко распространенных видов, как правило, 
не только огромны по численности, но и не слишком сильно отделены друг 
от друга. Они связаны достаточно сильным потоком генов за счет эмиграции/ 
иммиграции особей, который будет стремиться выровнять в разных популя- 
циях и сами аллельные частоты. Таким образом, массовые и широко распро- 
страненные виды оказываются забуференными генным потоком и разнона- 
правленностью вектора отбора, т.е. мало способными к адаптивной эволю- 
ции. При этом их популяции накапливают огромное разнообразие присут- 
ствующих в них эффективно нейтральных аллелей. 

Примером такого вида может служить стрекоза Рана Дауезсеп$, способ- 
ная к очень быстрому (около трех месяцев) развитию во временных водоемах 
и длительному экономичному полету. Эта массовая тропическая стрекоза лег- 
ко пересекает океаны, за что получила английское название СоБа! $Кииатет. 
Она ежегодно проникает в южноумеренную зону (а отдельные особи — вплоть 
до Балтики, Забайкалья и Камчатки), где за лето размножается в массе, одна- 
ко погибает зимой. По сути, в мире существуют всего две популяции этого 
вида — одна на самом удаленном от другой суши острове Пасхи, другая — 
во всех остальных тропиках. Этот вид идеально приспособлен к своей среде 
обитания и перманентно тестирует на пригодность к обитанию остальные 
регионы планеты. Однако ждать от него дальнейшей адаптивной эволюции, 
по-видимому, не приходится, ввиду нивелировки селективных преимуществ 
конкретных аллелей в целом по огромному ареалу. 

Наиболее быстрая адаптивная эволюция возможна в больших, но геогра- 
фически очень компактных популяциях. Согласно популярным представлени- 
ям известного эволюциониста Эрнста Майра, видообразование, как правило, 
происходит в небольших изолированных популяциях на периферии ареала 
вида и обычно сопряжено с довольно быстрыми сдвигами фенотипа адаптив- 
ного характера. (Однако адаптивная эволюция, в отличие от репродуктивной 
изоляции, не является ни необходимым условием, ни необходимым следстви- 
ем видообразования.) Поскольку малый размер и изоляция периферических 
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популяций обычно обусловлены неблагоприятными для вида пограничными 
условиями, ждать от них большой численности не приходится. По-видимому, 
«нащупав» новую адаптацию под действием генного дрейфа, они приобре- 
тают способность нарастить численность, оставаясь локальными, после чего 
положительная обратная связь между численностью популяции и скоростью 
адаптивной эволюции увеличивают оба этих параметра. Однако адаптивная 
эволюция с необходимостью замедляется после того, как новообразовавший- 
ся и хорошо адаптированный к своей среде вид расширит свой ареал и стол- 
кнется с разнонаправленным вектором отбора, нивелирующим селективные 
преимущества аллелей в среднем по популяциям, занимающим обширные 
территории. 

Как мы видели выше, в разделе 23.5, вероятность фиксации нейтраль- 
ной мутации равна ее частоте при возникновении, которую можно принять 
за 1/2М№, где М — размер популяции. Если мы имеем дело с селективным преи- 
муществом $ порядка одного процента, то вероятность селективной фиксации 
мутации, равная $, не превышает вероятность фиксации нейтральной мута- 
ции в популяциях, насчитывающих менее 50 особей. Несомненно, в таких ма- 
леньких популяциях эффекты генного дрейфа будут слишком сильны, чтобы 
селективные эффекты могли хоть как-то проявиться. Автор теории нейтраль- 
ности, Мотоо Кимура, предложил как раз такой критерий для «почти-ней- 
тральных» мутаций, поведение которых практически неотличимо от поведе- 
ния нейтральных: в идеальной популяции мутацию можно считать почти-ней- 
тральной, если 


5 << И2М, 


Здесь №, — это эффективная численность популяции, которая будет рас- 
смотрена ниже, в разделе 23.10. Для идеальной популяции она совпадает с М. 
Какие бывают неидеальные популяции и как для них определяется №, — вкрат- 
це рассматривается ниже. 


23.9. Неидеальные популяции 


К сожалению, назвать этот раздел «реальные популяции» нет никакой 
возможности, поскольку последние представляют собой слишком сложный 
объект, параметры которого, даже самые основные, такие как численность, ми- 
грация и пр., остаются неизвестными. Популяционной генетике остается лишь 
строить все более сложные модели популяций, которые тем не менее остаются 
идеализированными. Эти модели учитывают и формализуют те или иные от- 
клонения от идеальных популяций. Каковы могут быть такие отклонения? 
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В популяции могут размножаться не все особи — в связи с возрастом, не- 
регулярностью индивидуального размножения и пр. В популяции могут при- 
сутствовать особи, частично (или полностью) размножающиеся клонально, 
в форме вегетативного бесполого вегетативного размножения или партеноге- 
нетических форм полового размножения. 

Весьма частым отклонением реальных популяций от идеальных является 
нарушение соотношений Харди — Вайнберга. Разные отклонения предполага- 
ют разную трактовку. 

Дефицит одной из гомозигот, скорее всего, означает отбор против соот- 
ветствующего аллеля (или аллеля какого-то другого локуса, сцепленного с на- 
блюдаемым, но остающегося за кадром) в гемизиготном или гомозиготном со- 
стоянии — или несущие его гаметы проигрывают соревнование, или снижена 
жизнеспособность гомозиготных зигот. Частоты генотипов и аллелей в такой 
популяции не находятся в равновесии, и частота данного аллеля будет со вре- 
менем уменьшаться. 

Соответственно, дефицит обеих гомозигот подразумевает отбор в пользу 
гетерозигот и против обеих гомозигот. Это означает либо достаточно экзоти- 
ческую ситуацию сверхдоминирования, либо более правдоподобную ситуа- 
цию тесно сцепленных локусов и одновременного отбора против двух аллелей 
разных локусов, находящихся в разных гомологах. Возможна и ситуация сба- 
лансированного полиморфизма, когда частоты генотипов в таких популяциях 
сбалансированы, поскольку каждый из аллелей имеет преимущество перед 
другим в определенной экологической ситуации. 

Из отклонений от соотношений Харди — Вайнберга в природе наиболее 
часто наблюдается дефицит гетерозигот. У него могут быть две причины. 

Наиболее распространенная причина — популяция далека от панмиксии. 
Она может быть подразделена на небольшие группы особей, которые сами вы- 
ступают как маленькие популяции (демы), которые могут быть вполне панмик- 
тическими. Но если размер дема очень невелик, все аллели быстро фиксируются 
в них под действием генного дрейфа, все локусы генома стремятся к гомозигот- 
ному состоянию, так что маленькие, достаточно изолированные демы близки 
к чистым линиям и страдают от инбредной депрессии. Однако демы по опреде- 
лению не могут быть полностью изолированы друг от друга — иначе мы гово- 
рили бы не об одной популяции, а о совокупности многих популяций. Поэтому 
обмен генами между демами все же идет и гетерозиготы в популяции встреча- 
ются. В отличие от панмиктической имеем «плохо промешанную» популяцию. 

С. Райт ввел несколько параметров, называемых Е-статистики, для изме- 
рения отклонения популяции от соотношений Харди — Вайнберга в пользу 
гомозигот (у нас принято коэффициенты и прочие интенсивные величины, 
такие как частоты и вероятности, записывать маленькими буквами, причем 
строчная буква Гуже занята, но коэффициент инбридинга, вместе с его анало- 
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гами для иерархически подразделенной на части популяции, вошел в популя- 
ционную генетику именно как Ё-статистика). 

Самой простой и важной из Ё-статистик является коэффициент инбри- 
динга РЁ, определенный для популяции. Для двух аллелей он входит в частоты 
генотипов, наблюдаемых в популяции, следующим образом: 


р? (1-Е) +РЕ для генотипа аа; 
2р(1- р)(1 — Е) для генотипа аа; 
(1-р)?(1- ЕВ) + (1- Р)Е для генотипа аа. 


Таким образом, коэффициент инбридинга является мерой отклонения 
частот генотипов от соотношения Харди — Вайнберга, характерного для пан- 
миктических популяций. Такие соотношения получились бы, если бы попу- 
ляция состояла из двух частей: доля особей, равная 1-Ё, размножались бы 
панмиктически, а доля оставшихся особей, равная Ё, была бы гомозиготна 
и размножалась бы исключительно в себе (так принято говорить в генетике, 
английский эквивалент — тие Бгее4 11$), допустим, за счет самоопыления или 
скрещиваний только с себе подобными. Конечно, реальные популяции, от- 
клоняющиеся от панмиксии, не делятся строго на две подобные части, в них 
просто в той или иной степени повышена вероятность скрещивания между 
родственниками. 

Экспериментально значения параметра Р оцениваются через отличие 
фактически наблюдаемого количества гетерозигот т, по аллелю, имеющему 
частоту р, от теоретически ожидаемого: 


Е=1-т,„/ 2р(1 - РМ. 


Коэффициент инбридинга связан со средней гомозиготностью й, т. е. с до- 
лей гомозиготных локусов среди всех локусов организма (здесь гомозиготой 
считаются особи, где два аллеля одного локуса идентичны по общему проис- 
хождению) следующим образом: 


Е=2й - [. 


Легко проиллюстрировать эту формулу для двух аллелей с равными ча- 
стотами для равновесной панмиктической популяции. В такой популяции го- 
мозиготы должны составлять половину всех особей, следовательно, их сред- 
няя гомозиготность есть 0,5, что дает нулевое значение коэффициента Ри, сле- 
довательно, нулевую поправку к соотношениям Харди — Вайнберга. 

С. Райт ввел также Е-статистики для популяции, подразделенной на демы. 
Коэффициент Ё, = Р/Ё сравнивает инбредность особи (оцениваемой на осно- 
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ве ее гомозиготности) с инббредностью общей популяции, коэффициент Е, — 
инбредность особи с инбредностью субпопуляции (дема), коэффициент Е — 
инбредность дема с инбредностью общей популяции. Эти коэффициенты свя- 
заны следующим образом: 


Я-Е)И-Е)=1-Е, 


Дефицит гетерозигот может объясняться и специальными случаями: на- 
пример, рядом с исследуемой популяцией находятся две большие гомозигот- 
ные популяции, из которых иммигрируют гомозиготы; популяция, за которой 
мы следим, скорее всего, находится на их границе и, возможно, вообще не яв- 
ляется популяцией как таковой. 

В обоих рассмотренных случаях дефицита гетерозигот появляются такие 
факторы как пространство и генный поток — обмен генами между популяци- 
ями или их частями. (Для паразитов, фитофагов и пр. пространством может 
являться организм хозяина или популяции хозяев.) 

Возможен и весьма распространен в природе еще один вариант неравно- 
весных популяций, в которых могут, тем не менее, выполняться соотношения 
Харди — Вайнберга — популяции, в которых наблюдается неравновесие по сце- 
плению. Любая мутация возникает в определенной хромосоме и в момент 
своего возникновения по определению сцеплена с расположенными в этой 
же хромосоме аллелями локусов, сцепленных с тем, в котором она возникла, 
образуя с ними единый гаплотип. Со временем этот гаплотип будет затронут 
мейотической рекомбинацией, которая отделит мутацию от части его аллелей 
и сделает ее сцепленной с иными аллелями. В пределе (при времени, устрем- 
ленном к бесконечности) мейотическая рекомбинация должна была бы при- 
вести все аллели всех локусов, и даже более того — все нуклеотидные замены, 
перестройки и пр., к состоянию равновесия по сиеплению. Это такое состояние, 
когда присутствие аллелей (замен) любых двух локусов (сайтов), на одной хро- 
мосоме, вне зависимости от силы генетического сцепления между ними, никак 
не зависит друг от друга, и вероятность их присутствия на одной хромосоме 
определяется как произведение их аллельных частот. 

Однако рекомбинационное перемешивание аллелей сцепленных локу- 
сов — процесс весьма медленный, и его не следует переоценивать. Поэтому 
тенденция к равновесию аллелей по сцеплению может не поспевать за образо- 
ванием новых аллелей мутационным путем или за поступлением их извне (вме- 
сте со сцепленными аллелями других локусов) за счет миграции. Напомним, 
что у человека на одно хромосомное плечо в среднем приходится всего лишь 
один (у мужчин) или два (у женщин) акта кроссинговера. Приведем следую- 
щий пример — мы сегодня знаем, что в ядерном геноме современных людей 
неафриканского происхождения имеется 1-3 % последовательностей, полу- 
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ченных от неандертальца за счет ограниченной гибридизации с ним, которая 
по молекулярно-генетическим оценкам имела место в интервале 47-65 тыс. 
лет назад. Неандертальская часть генома представлена рядом фрагментов. Эти 
фрагменты представляют собой гаплотипы, которые до сих пор сохраняют не- 
равновесие по сцеплению. В долине Иртыша была найдена бедренная кость 
человека, возраст которой составляет около 43 тыс. лет. Выделенный из нее 
геном удалось просеквенировать и выяснить, что у данного человека, жившего 
всего несколько тысяч лет позже интрогрессии человека современного типа 
и неадертальца, длина неандертальских фрагментов генома превышала тако- 
вые у современных людей в 1,8—4,2 раза. 

Неравновесие по сцеплению не следует путать с наличием в популяции 
супергенов и иных участков ДНК, на которых кроссинговер полностью исклю- 
чен. О неравновесии по сцеплению говорят в тех случаях, когда кроссинго- 
вер возможен, но еще не успел «перемешать» аллели сцепленных локусов друг 
с другом. 

Естественно, популяционно-генетические модели с несколькими сцеплен- 
ными локусами, учитывающие рекомбинацию, математически гораздо сложнее, 
чем модели, рассматривающие один или несколько несцепленных локусов. 

В данном разделе мы неоднократно использовали термин «неравновесная 
популяция». Его не следует путать с выражением «неидеальная популяция». 
Равновесными называют популяции, в которых отсутствуют закономерные 
тенденции изменения популяционных параметров (например, размера попу- 
ляции и аллельных частот) во времени, однако могут происходить стохасти- 
ческие флуктуации таких параметров. Идеальная популяция, в которой име- 
ется аллель с ненулевым селективным преимуществом $, неравновесна, так 
как частота этого аллея будет закономерно уменьшаться или увеличиваться, 
в зависимости от знака 5. В популяции с неравновесием по сцеплению не ней- 
тральных аллелей частоты аллелей со временем не изменяются закономерным 
образом, но изменяются частоты цис-сочетаний аллелей сцепленных локусов. 
В то же время популяция, подразделенная на демы, может находиться в равно- 
весии, хотя и не является идеальной. 


23.10. Эффективная численность популяции 


23.10.1. Общие замечания 


Термин эффективная численность популяции введен Сьюэлом Райтом. 
В общем случае под ним понимается размер идеальной популяции, который 
демонстрировал бы такие же популяционно-генетические параметры, какие 
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наблюдаются у исследуемой реальной популяции. В популяционной генетике 
эффективную численность популяции принято обозначать №. 

Некоторые формулы, приводимые выше для идеальных популяций, оста- 
ются справедливыми и для неидеальных популяций, если в них М заменить 
на №. Так, среднее число поколений между возникновением и фиксацией ней- 
тральной мутации есть 4М№, а среднее количество поколений, в течение которо- 
го любой нейтральный аллель существует в популяции, есть М, Однако такая 
величина, как частота аллеля при его мутантном возникновении, 1/2, зависит 
именно от фактической численности №, поскольку 2. копий каждой хромосомы 
в диплоидной популяции составляют «объем мишени» для мутаций. 

Райт вводил данную величину для двух параметров — либо это размер 
идеальной популяции, которая показывает такую же, как в опыте, динамику 
аллельных частот под действием генного дрейфа (в частности, для выборки 
однотипных популяций — такой же прирост их дисперсии за одно поколе- 
ние), либо такой же прирост инбридинга (гомозиготности) за одно поколение 
за счет фиксации аллелей. 

Как мы видели выше, в идеальной популяции 


ДУаг (Р’) =1(1-Р/2М. 


Если мы каким-либо образом смогли оценить прирост за одно поколение 
дисперсии в реальной популяции, АУаг,› то смогли бы получить эффектив- 
ную численность по дисперсии как 


М=Х1-Л)/2 АУат 


Приведем без вывода формулы, связывающие эффективную численность 
популяции с прочими ее параметры для различных случаев неидеальных по- 
пуляций. 


23.10.2. Популяция переменной численности 


При изменчивости фактической численности М в популяции, в осталь- 
ных отношениях являющейся идеальной, можно ввести эффективную числен- 
ность популяции в виде гармонического среднего ее численностей М, ..., № в К 
поколениях: 


ИМ, = (МЮ) 5 (ИМ.). 


Отметим, что среднее гармоническое меньше среднего арифметического 
ив большей степени определяется моментами прохождения через периоды 
малой численности. 


634 Глава 23. Популяционная генетика 


23.10.3. Двуполость и неровная численность полов 


Рассмотренные выше модели идеальных популяций предполагали поло- 
вое размножение с участием двух родителей, но полагали особи гермафроди- 
тами. Двуполость, т.е. существование самцов и самок, уже есть отклонение 
от идеальной модели. Это отклонение может быть учтено, если определить эф- 
фективную численность популяции следующим образом: 


М, =М- 0/2, 


где параметр О равен 1 для двуполых популяций и 0 для популяций гермафро- 
дитов. Как видим, поправка невелика и ею можно пренебречь. 

Если популяция состоит из №, самцов и № самок (всего № особей), то эф- 
фективная численность определяется следующим образом: 


М, =4М, М/М. 


Заметим, что если один из полов представлен немногими особями, а вто- 
рой многочислен (например, №, << М№,), т. е. его численность мало отличается 
от М (М= №), то эффективная численность будет определяться численностью 
более редкого пола, в нашем примере М, = 4М. Такая ситуация складывается 
у многих животных, когда лишь немногие самцы доживают до репродуктив- 
ного возраста и владеют гаремами. (Если, к примеру, в популяции имеется все- 
го один самец, то ее эффективная численноть будет составлять 4.) 


23.10.4. Варьирующее число потомков 


В идеальной двуполой популяции постоянного размера каждая особь 
производит двух потомков. Рассмотрим панмиктическую популяцию, в ко- 
торой количество потомков, оставляемых одной особью (количество гамет, 
передаваемых ею в следующее поколение) стохастически флуктуирует, однако 
в среднем каждая особь по-прежнему оставляет двух потомков. Обозначим 
дисперсию количества оставляемых потомков как Уаг. Показано, что эффек- 
тивная численность такой популяции определяется как 


М, = (4М - 2)/(2 + Уат). 
Заметим, что если количество потомков подчиняется распределению Пу- 


ассона, дисперсия которого равна среднему, т. е. Уаг = 2, то М, = М— 1/2, т.е. 
эффективная численность почти равна фактической. Если по какой-то причи- 
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не изменчивость особей по количеству потомков меньше, чем это предсказы- 
вает распределение Пуассона, то №, может оказаться больше М. Если дисперсии 
нет вообще (Уаг„= 0), допустим, если некий селекционер стабильно оставляет 
по два потомка, то №, = 2№-1. 


23.10.5. Экспериментальная оценка 
эффективной численности популяции 


К сожалению, в большинстве случаев эффективная численность популя- 
ции остается теоретической абстракцией, и ее оценка в реальных популяциях 
составляет одну из самых больших проблем популяционной генетики. Пара- 
метры, фигурирующие в формулах для оценки №, нечасто удается оценить экс- 
периментально. 

Например, в лабораторных популяциях дрозофилы оказалось возможным 
экспериментально оценить прирост дисперсии по частотам аллелей для одно- 
го поколения. Для популяций с фактической численностью М = 16 была полу- 
чена экспериментальная оценка №, = 11. 

Неплохие оценки эффективной численности популяции дают молекуляр- 
но-биологические методы, основанные на оценках разнообразия нейтральных 
аллелей и теории коалесценциии — набор ретроспективных популяционно-ге- 
нетических моделей, связывающих существующее генетическое разнообразие 
в популяциях с событями, происходившими в их истории, а именно проис- 
хождение всех аллелей одного локуса от общего предка за счет мутаций, эли- 
минация либо фиксация аллелей за счет генного дрейфа или отбора и динами- 
ка этих процессов. 

Можно показать, что для нейтральных аллелей в стационарных популяциях 


М, = (1-8) / 41, 


где й— средняя гомозиготность по геному, г — скорость мутационного воз- 
никновения мутантных аллелей; а также 


М, = л/4ъ 


где л — среднее попарное нуклеотидное разнообразие, т. е. среднее количество 
нуклеотидных различий двух случайно ВЗЯТыЫХ ИЗ популяции аллелей (гапло- 
типов). Данные формулы, ВЫВОД которых не очень прост, основаны на идеали- 
зированной модели бесконечного числа аллелей, когда каждая мутация созда- 
ет уникальный аллель и никакие два аллеля не могут быть идентичными иначе 
как вследствие общего происхождения (Бу 4езсеп®, т. е. такая модель полно- 
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стью исключает гомоплазию. Учитывая, что нуклеотидов всего четыре, это 
предположение выглядит нереалистичным. Однако оно может служить при- 
ближением к действительности, если вероятность нуклеотидных замен мала, 
а число сайтов велико, что довольно близко к реальности. 

Оценки №, полученные таким образом, не лишены систематических оши- 
бок, в частности, за счет допущений, принятых в идеализированных моделях. 
Имеются более точные оценки, основанные на более изощренных моделях. 
Немало проблем связано с неопределенностью селективной ценности алле- 
лей. Так, оценки, проведенные на основании локусов из разных частей генома, 
оказываются в прямой зависимости от уровня рекомбинации в этом районе 
генома. Данный эффект можно объяснить тем, что на участках с пониженной 
рекомбинацией нейтральные аллели с большей вероятностью могут оказаться 
сцепленными с селективно значимыми, среди которых большинство — слабо 
вредные, среднее время пребывания которых в популяции меньше, чем ней- 
тральных. Меньше оно оказывается и для сцепленных с ними нейтральных 
аллелей (за счет так называемого БисЬЬ ше еНес( — эффекта автостопа), что 
приводит к заниженным оценкам М. 

Оценки №, , полученные для многих природных популяций (например, 
для популяций лососевых рыб) оказываются неожиданно малыми и, как пра- 
вило, не превышают первые сотни особей. 


23.11. Заключение 


Популяционная генетика, по сути, является теорией микроэволюции, т. е. 
эволюции на уровне ниже видового. Всякий, кто желает узнать, как эволюци- 
онируют живые организмы, должен ознакомиться с этой отраслью генетики 
хотя бы в общих чертах. Это потребует от него известной математической под- 
готовки. Ещев 1938 г. Холдейн писал: «В настоящее время существует мнение, 
что математическая теория эволюции оказалась в невыгодном положении, так 
как она слишком «математична», чтобы заинтересовать большинство биоло- 
гов, и недостаточно «математична», чтобы вызвать интерес у математиков. Тем 
не менее, есть все основания полагать, что в следующей половине нашего сто- 
летия она разовьется в самостоятельный раздел прикладной математики» ". Это 
предсказание великого популяционного генетика, несомненно, сбылось. Од- 
нако «большинство биологов» все же осталось «незаинтересованными» в этой 
несомненно необходимой для них отрасли знания. Надеемся, что содержание 
данной главы в какой-то степени способствовало появлению интереса к ней 


у будущих биологов. 


Цит. по: Кимура М. Молекулярная эволюция: теория нейтральности. М. : 
Мир, 1985. 394 с. 
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ЭКЗАМЕНАЦИОННЫЕ ВОПРОСЫ 


. Классическая (менделевская) и молекулярная генетика. 
. Фенотип. Классификация признаков. 
. Классическое и молекулярно-генетическое определение гена. 
. Понятия «локус», «аллель», «генотип», «гетерозигота», 
«гомозигота», «гемизигота», идентичность аллелей. 
. Обозначение локусов, аллелей, генотипов и фенотипов. 
. Половой процесс, жизненные циклы. Значение полового процесса. 
7. Значение мейоза. Стадии мейоза. Различия между мужским 
и женским мейозом. 
8. Жизненный цикл и гаметогенез у нейроспоры и высших растений. 
9. Жизненный цикл дрозофилы и человека в сравнительном аспекте. 
10. Тетрадный анализ и его значение. 
11. Фенотип гетерозиготы: доминантность, рецессивность, 
неполное доминирование, кодоминирование. 
12. Сверхдоминирование, случаи неразличимости двух типов гомозигот. 
13. Тест на аллелизм для рецессивных аллелей, доминантных аллелей 
и гаплоидов. 
14. Множественный аллелизм, ступенчатый аллелизм, межаллельная 
комплементация. 
15. Природа и классификация мутаций и аллелей: мутации в кодирующих 
частях генов. 
16. Природа и классификация мутаций и аллелей: мутации, 
влияющие на сплайсинг. 
17. Различные классификация мутаций и аллелей по влиянию 
на фенотип и приспособленность. 
18. Гомологические ряды изменчивости. 
19. Моногибридное расщепление. Распределение частот генотипов гамет 
и зигот в мужском и женском мейозе. 
20. Дигибридное расщепление. Анализирующее скрещивание. 
21. Работа Менделя с горохом. «Законы Менделя». Переоткрытие Менделя. 
22. Работа Менделя с ястребинкой. Апомиксис. 
23. Взаимодействие генов: общие принципы, генные сети, 
кадастровые и селекторные гены, кажущееся взаимодействие генов 
за счет субъективного восприятия признаков. 
24. Взаимодействие локусов Н и ав формировании сложного листа 
у гороха. 


м = 


© 
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Экзаменационные вопросы 


25. 
26. 


27. 


28. 


29. 


30. 
31. 
32. 
53: 
ЗА. 
35. 


36. 
37. 
38. 
39. 
40. 


41. 


42 


44. 
45. 


46. 
47. 


48. 
49. 
50. 
51. 
52. 


«АВС флорогенеза». 

Взаимодействие генов, влияющее на генетическое расщепление: 
рецессивный и доминантный эпистаз, супрессия. 
Взаимодействие генов, влияющее на генетическое расщепление: 
комплементарность, равнозначность, полимерия. 

Влияние мутаций на фенотин. Экспрессивность и пенетрантность, 
плейотропия. 

Летали. Природа летальных мутаций. Условные летали, 
синтетические летали. 

Наследование, сцепленное с полом. Крисс-кросс наследование. 
Нерасхождение половых хромосом у дрозофилы. 

Мозаики и химеры, гинандроморфы. 

Карты судьбы эмбриональной бластодермы дрозофилы. 
Эпигамное, прогамное, сингамное определение пола. 

Разные кариологические системы сингамного определения пола. 
Возникновение половых хромосом. 

Молекулярный механизм определения пола у дрозофилы. 
Молекулярный механизм определения пола у человека. 

Дозовая компенсация у дрозофилы. 

Дозовая компенсация у человека. 

Генетическое сцепление. Рекомбинация. Методы оценки частоты 
рекомбинации на основании анализирующего скрещивания. 
Методы оценки частоты рекомбинации на основании дигибридного 
расщепления: метод произведений, метод максимального 
правдоподобия. 


. Хроматиды, участвующие в кроссинговере. 
43. 


Пуассоновский процесс. Связь частоты рекомбинации 

между маркерами и частоты обменов. Интерференция. 
Картирующие функции Холдейна, Косамби и Людвига. 
Рекомбинационные генетические карты. 

Факторы, влияющие на интенсивность рекомбинации. 
Рекомбинационная дифференциация хромосом. Супергены. 
Неравный кроссинговер. 

Митотический кроссинговер и сестринский обмен. 
Сопоставление мейотических и митотических рекомбинационных 
и цитологических карт. 

Молекулярный механизм рекомбинации. 

Генная конверсия. 

Закономерности интерференции. 

Два пути кроссинговера. 

Хромосомные перестройки, основанные на двух разрывах ДНК. 
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53; 
54. 
55. 
56. 
57. 


58. 


59. 


60. 
61. 


62. 
63. 
64. 


65. 
66. 


67. 
68. 


69. 
70. 


71. 
72. 
73. 
74. 
75. 
76. 


77. 
78. 
79. 
80. 
81. 
82. 
83. 


Мейоз гетерозигот по инверсиям. 

Мейоз гетерозигот по транслокациям. 

Робертсоновские транслокации. 

Хромосомные перестройки в эволюции генома. Синтения. 

Роль хромосомных перестроек в эволюции. Хромосомные комплексы 
энотеры. 

Эффект положения конститутивного и мозаичного типа. 
Модификаторы эффекта положения. 

Картирование локусов с помощью делеций и делеций 

с помощью локусов. 

Балансеры и их использование. 

Сегментальная анеуплоидия на основе вложенных 

и перекрывающихся инверсий. 

Сегментальная анеуплоидия на основе А-У-транслокаций дрозофилы. 
Сегментальная анеуплоидия на основе А-Х-транслокаций дрозофилы 
В-А-транслокации у кукурузы и их использование в картировании 
генов. 

Полиплоидия, свойства полиплоидов. 

Особенности наследования у полиплоидов. Три типа гетерозигот 
и их названия. Хромосомное и хроматидное расщепление. 
Аллополиплоидия. Ресинтез гибридогенных видов. 
Анеуплоидия. Особенности наследования у трисомиков 

и его использование в картировании генов. 

Моносомные, замещенные и дополненные линии злаков. 
Классификация мобильных элементов. Механизм обратной 
транскрипции у ГТВ и поп-ГТВ транспозонов. 

Пе и ше. 

Механизмы эксцизии и встраивания ДНК-транспозонов. 
Транспозоны кукурузы. 

Гибридный дисгенез дрозофилы (феноменология). 
РНК-интерференция и ее биологическая роль. 

Роль РАРНК и их кластеров в подавлении активности мобильных 
элементов. 

Биологическая роль мобильных элементов в геноме. 
Оптимизация соматического генома у инфузорий. 

Генетическая трансформация у прокариот. 

Генетическая трансформация эукариот в целом. 

Генетическая транформация растений. 

Опасны ли генетически модифицированные организмы? 
Генетическая трансформация у дрозофилы как средство 
исследования экспрессии генов и генных сетей. 
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Экзаменационные вопросы 
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85. 
86. 
87. 
88. 
89. 


90. 
91. 
92. 
93. 
94. 
95. 
96. 
97. 


98 


. Система Са]-ЦА$. 

Генные драйверы, система СЕВГОРВ/СА59. 

Количественные признаки. Формула Кастла — Райта. 

Разбиение количественного признака и его дисперсии на компоненты. 
Наследуемость. Теорема Фишера. 

Определение наследуемости количественных признаков путем 
анализа родственников. Близнецовый метод. Коэффициент родства. 
Родство у перепончатокрылых и его эволюционные следствия. 
Выявление ОТ, с помощью полногеномных данных. 
Мутабильность генов количественных признаков. 

Популяция. Идеальная популяция. 

Соотношение Харди — Вайнберга. 

Генный дрейф. Фиксация нейтральных аллелей. 

Изменение частот аллелей в связи с селективным преимуществом. 
Неидеальные популяции. Коэффициент инбридинга. 

. Эффективная численность популяций. 
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